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口絵1

セイヨウミツバチのコロニー(一部)

社会性昆虫であるセイヨウミツバチは多数の個体からなるコロニー
を形成し、役割分担を行う。産卵を行う女王蜂はコロニー内に1匹
だけ存在する(中央よりやや上の、腹の大きく黄色のものが女王
蜂)。他のほとんどの個体は働き蜂である。産卵以外のほとんどの
作業はこれら働き蜂が行う。働き蜂は形態形成がすでに終了した成

虫であるにも関わらず、その体内では各分業に応じた身体機能の変
化が生じる。



口絵2 野外での実験風景
(上)外勤蜂の採集

蜜や花粉を集め、巣箱(後ろの木箱)に戻ってくる働き燦を捕虫
網でとらえる。

(下)巣板の観察

巣箱の中には数枚の巣板が入っている。巣板は、ハチミツや花粉
の貯蔵に用いられ、また幼虫が生育する場でもある。内勤燐を採集
する際には、幼虫のいる巣室に頭を入れて給餌している個体を探す。



略語

bp base pairs 

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 

CAPS N-Cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid 

CBB coomassie brilliant blue R-250 

DIG digoxigenin 

EDTA ethylene diamine tetraacetic acid 

FCS fetal calf serum 

HNPP 2-hydoroxy-3-naphthoic acid-2'-phenylanilide 

Ig immunoglobulin 

kDa kilo dalton 

NBT nitroblue tetrazolium chloride 

PBS phosphate buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 

PMSF phenyl methyl sulfonyl fluor叫e

PVDF polyvinylidine difluoride 

RT-PCR reverse transcription-PCR 

SDS sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE SDS-polyacrilamide gel electrophoresis 

ssss DNA single strand salmon sperm DNA 

TBS Tris buffered saline 

Tris tris (hydroxymethyl) aminomethane 
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なぜミツバチなのか

科学は自然界の普遍性を追求する。ところが、往々にして対象は

多段であり、まして生物は、その複雑さとあまりの多様性から、一

般性を見出すのは非常に困難である。

さて、生物は著しい多様性を示すが、ある生物の一見極端にみえ

る現象でも、実は生物が共通に有している資質の一面を強調したも

のである、というのが、最近の進化の知見 (Gould，S. J. 1977)か

ら示されつつある主張である。

ミツバチは、おそらく我々にとって最も身近な昆虫の一つである。

しかしその生活形態は、我々とはかなりかけ離れた突飛なものとい

えよう。ミツバチは社会性昆虫と呼ばれるように、群を構成し、生

活している。そのコロニーは、女王飾、雄蜂、働き!蜂からなり、役

割分担を行っているが、その様子は、我々、人間の社会とは異なり、

コロニー内で、かなり明確に決まった分業が行われている.

すなわち、女王絡は産卵、雄勝は交尾、働き蜂はそれ以外の作業

全て、であり、もっぱらそれ専門である。{動き騰のように生殖をまっ



たく行わない、また、女王蜂のように餌を集めることをまったく行

わない、という個体が存在すること自体が、我々の感覚からすれば、

かなり奇妙に感じられる。このとき着目すべきは、これら役割の呉

なる各個体が、行動が異なるのみならず、身体機能も役割にふさわ

しく構築されている点である。女王焼は発達した卵巣を、働き蜂は、

花粉を持ち帰るための花粉篭を、成虫への形態形成の際に完成させ

ている。つまり、ミツバチは、あたかも多細胞生物が各種分化した

細胞を体内に持つように、役割分担の異なる各個体の分業によりコ

ロニーを成立させているのである。したがって、ミツバチは、そも

そも 1匹の個体がすべて行ってきた生存のための作業を、分担し、

特にその作業が行いやすくなるように、行動と体のっくりのある部

分を強制した、と考えることができる。

さて、日を転じて、我々を含めた鴫乳類や鳥類に着目すると.こ

こでも、広い意味での分担(役割)が随所に観察され、本能的な行

動と、身体機能の両者の特殊化を伴うものが存一任することがわかる。

最も身近で理解容易なのは、雄と雌であろう。また、ある意味で、

育児を行う動物の親と子もあてはまる(子の場合は受主主が多く、役



害対とするのは困難であるが)。日南乳類の親は、子に簡を与えるとい

う本能行動と、乳)j泉の発達といった身体機能の特殊化が生じる。ホ

シムクドリの子(ひな)は、巣を汚さないように、明るいほうへ向

かつてフンをする、という本能行動以外にも、そのフンが薄い膜に

包まれており、これは身体機能の特殊化である。

すなわちミツバチの社会性があまりに特殊なものに見えようとも、

我々の中にも、他のl浦乳類の中にも共通して存在する、役割に応じ

た本能行動と身体機能、と根本には共通の由来の現象といえよう。

おそらくは、群を作る動物が、若干の中での役割(多少とも理性や判

断は含まれるとも)を行うことと、本能的な側蘭では一致しうると

考えられるのである。

したがって、先にも述べたとおり、むしろ、その突飛で強制され

た現象に手をつけることによって、あたかも鉱大鏡に移された細か

い文字を判読するかのように、影にかくれた普遍性を引き出すこと

が可能となる、と私には窓、われる。

以上の理由から、本研究では、ミツバチを材料に用いて、動物の

社会性の分子的基盤の解明を行うこととした。
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動物の社会性と、器官の機能転換と

社会性昆虫として有名なミツバチであるが、その研究はダンス言

語の解明 (Frisch，1967)に代表されるように、行動の観察が主た

るものであり、分子生物学的解析はほとんどなされていない。した

がって、上記の観点から、社会性を、役割に応じた本能行動と身体

機能の特殊化としてとらえ、それを説明する分子機構を解析するこ

とは、これまでに類のない全く新たな試みである。

私は、解析の容易さ、結果の説明の合理性が得易いこと、の2点

から、 「役割に応じた身体機能の特殊イじ」の解明について着手した。

さて、上でも述べたが、働き!蜂は、産卵以外の全ての作業を受け

持つ。しかしながら、シロアリのように各分業ごとに身体構造の異

なる専門家が存在するわけではない。働き蜂は、外見上は皆同じよ

うな姿をしており、羽化後の日齢ごとに次第に作業内容を変えるの

である。

すなわち、おおよその日齢で、羽化後3・10日目では幼虫にロー

ヤルゼリーを与える育児行動を行うが、羽化後20日目以降には花



の蜜や花粉を集める採餌行動を行う。前者を内勤虫章、後者を外勤!蜂

と呼ぶが、(動き鱗では、同一個体において内勤蜂から外勤蜂への役

割の変化が生じるので、身体機能の特殊化という点でも、育児行動

に応じた身体機能から採餌行動に応じた身体機能へと転換すること

が予想される。との働き蜂の特徴は、 「役割に応じた身体機能の特

殊化」を説明する上で、どの様にその特殊化が生じてゆくのか解析

可能なことを示しており、社会性の分子メカニズムを探る上で有用

であると考えられる。

さて、ことで、との問題に関して発生生物学的にも非常に興味深

い問題が提起されることに気づく。働き蜂は身体機能を転換するは

ずである、と上で述べた。 一般に、細胞、器官などで、機能の獲得

(特殊化)は、分化と呼ばれる現象を伴う。しかしながら、働き勝

は形態形成の完了した成虫であるため、この身体機能の転換にとも

なって、大幅な身体構造の変化や、器官の再構築は、生じ得ない。

したがって、この機能の転換は、動物界では非常にまれとされる

分化転換により生じる可能性が提起されるのである。言い換えれば、

働き蜂の身体は、豊富な分化転換の場である、といえるかもしれな
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い。

なるほど、内勤蜂の時には、あるAという器官が発達していたの

が、外lIJ!蜂になると機能を止め、別のBという器官が発達するのに

違いない、と考える向きもあろう。しかし私が着目した働き蜂の下

咽頭腺という器官は、内勤蜂と外勤蜂とで機能が異なり、よで述べ

た可能性があてはまりうる例であり、本研究により、その機能転換

の機構が非常に新規なものであることが明らかになった事例である。

以後本研究の直接の対象となった下咽頭腺について述べる。

さて下1咽頭腺は、働き蜂の頭部分泌線で、分泌腺がブドウの房の

ように多数ダクトにつながった構造を持ち、内勤鯵では非常に発達

した形態を持つが、外勤蜂では退絡してしまう。下咽頭腺は、ロー

ヤルゼリーの分f必腺なのではないかと推測されており、内勤蜂から

外勤蜂への移行に伴い形態が変化するととから、私は、との下l咽頭

線が、社会性の解明のための「役割に応じた身体機能の特殊化」の

格好の題材であると考え解析を行うこととした。

修士課程では、まず、下1咽頭線の蛋自発現パターンが、働き蟻の

行動変化に伴って大きく変化する ζとを見出した(図1)。内勤蜂
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では分子量64，56，50kDaの3種類の蛋白、外却j蜂で・は分子量70kDaー

の蛋白がm句orな成分として検出される。次に私は、これらの蛋白

を精製し、その性状解析を行うことにより、内勤!燦が産生する3穏

類の蛋白はいずれも下咽頭腺から分泌されるローヤルゼリーの構成

蛋白であり(図2)、外勤!絡が産生する70kDa蛋白は花の蜜を分解

するためのα-glucosidaseであることを示した。以上の結果から、

働き蜂の分業に伴って下咽頭腺が機能転換することを私は明らかに

した。

繰り返しになるが、働き蜂の分業とそれにともなう下咽頭線の機

能転換は、形態形成が終了した成虫 (Ad叫t)で観察される現象で

ある。そのため、そこでは、大幅な身体構造の変化や、器官の再構

築は、生じ得ない。

したがって、この機能転換は、現在までに知られている発生にとも

なう細胞分化の紙念にはあてはまらない可能性が高い。したがって、

その解析を行うことは、社会性の基盤となる「役割に応じた身体機

能の特殊化」の解明、 のみならず、細胞分化の可塑性に関するがIし

い視点をも、もたらすと期待される。



本研究で私は、この下咽頭腺の機能転換のメカニズムの解明を目

的として実験を行い、下咽jjJl腺蛋自のcDNAcloningと遺伝子発現

の解析を行った結果、以下の3点を明らかにした。

(1)外勤!燐下u国頭腺は種々の糠代謝酵素を合成する器官であり、

機能転換は遺伝子発現変化による。

(2)下咽頭腺の機能転換が単一な細胞レベルで生じる。

(3)単に働き絡の日齢の進行によるのではなく行動変化に伴って

生じる。

本研究は、動物の社会性を、役割に応じた本能行動と身体機能の

特殊化としてとらえ、役割に応じた身体機能の特殊化について、細

胞生物学的に解明した初めての研究である。

さらに、細胞生物学的観点からは、細胞の脱分化や新生によらず

に、単一な細胞が行動変化にともない機能転換する、という動物細

胞の分化の可塑性について新しい可能性を示した。

また、個体を構成する細胞が、その個体が置かれた集団の環境変化

に対応して変化する点で、社会生物学的にも興味深い知見である。



高度な分業は、社会性昆虫であるハナパチ科の中ではミツバチだ

けに観祭される。この事実は、この現象が進化の末端で現れたとと

を示している。進化の末端に現れる現象は、往々にして、それ以前

に獲得された形質を大幅に変更することなく、基本的な枠組みの上

に新たな形質を積みよげたものである。したがって、このような形

質は、 (少しの修正で現れうるので)様々な生物に出現可能であり、

現にH甫乳類にも、ハダカモグラネズミという女王の存在する明確な

社会性を持った生物が存在する。同様に考えると、下咽頭腺のよう

な細胞の機能転換も実はもっと広く生物界に観察される現象として

とらえられる日が来る可能性がある。



第 1章

図表
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64kDa蛋白一-
56kDa蛋白 -F
50kDa歪白 4
(ローヤル
ゼリー蛋白)

1 2 3 4 

ーーα-glucosidase

1.内勤蜂
2.外勤蜂

3.6日齢
4.29日齢

図1 SDS-PAGEによる働き蜂下咽頭線の蛋自発現パターンの解析
各レーン15μgずつホモジネー卜を用いた。
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図2 働き蜂下日図頭腺およびローヤルゼ リー蛋自のイムノ プロット解析
各レーンは1.内勤蜂、 2

各ホモジネ-卜はl日5μgずつを用いた。
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第2章

下咽頭腺蛋白の構造決定と、

働き蜂の行動変化にともなう

遺伝子発現変化
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第 1節序

修士課程までに、下咽頭腺が、内J))蜂では3積類のローヤルゼリー

蛋白、外勤蜂ではα-glucosidaseを主要な蛋白として特異的に発現

することから、働き勝の加齢にともなう行動変化に従って、下日関頭

腺の機能が変化していることを明らかにした。

さて、一般に、細胞の分化においては、その細胞の分化状態を特

徴づける機能分子の合成が、遺伝子発現のレベルで生じていると考

えることができる。

そこで本章では、内勤焼から外遡J鱗への移行の際に、下日困頭腺に

ついても機能分子(ととでは、ローヤルゼリー蛋白や α-

glucosidase)の遺伝子発現の転換が生じているのかどうか、とい

うことを問題点として取り上げた。

最初に、働き蜂の行動変化にともなう遺伝子発現変化を解析する

目的で、まず 50， 56， 64kDaローヤルゼリー蛋白と. α-

glucosidaseのcDNAcloningを行った (Ohashi，et al. 1996， 1997-

)。さらに、外勤蜂下日図頚腺の機能は、ハチミツの生成のための糖

分解酵素群の合成である可能性を考え、蜂蜜中に静索活性が検出さ



れていたamylaseとglucoseoxidaseについてもcDNAを得た。

次に、ノザンブロット解析により、これら下11悶頭腺の機能登白の

変動が遺伝子発現の調節によってさ1::じているのかどうかを調べた。

その結果、 56kDaローヤルゼリー蛋白を除くほとんどの産物が、

遺伝子発現レベルで調節されていることがわかった。

以上の結果は、内勤絡では、機能分子であるローヤルゼリー蛋白

が発現しているが、外勤蜂になると、その遺伝子発現はほとんど抑

制され、外勤蜂下咽頭腺にとっての機能分子である、種々の糖代謝

辞素が、新たに発現してくることを示している。
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第 2節 3種類の口ーヤルゼリー蛋白の徳造解析

(1) 56kDaローヤルゼリー蛋自のcDNAcloning 

修士課程で精製した 3種類のローヤルゼリー蛋白 (50，56， 64 

kDa蛋白)についてcDNAcloningを行った。 cDNAlibraryは、

それぞれ内勤蜂、外勤蜂の下11因頭腺mRNAを等量ずつ混ぜ、構築

したものを用いた。

これら 3種類のローヤルゼリー蛋自について、それぞれ下咽頭腺

蛋白でイムノプロット解析を行った|燦に単一なバンドを与える抗体

を持っていたので、スクリーニングは、まず抗体を用いて行った。

その結果、 56kDa蛋白については、スクリーニングを行ったう

ちの約30%のクローンが陽性であった。 任意に選んだ陽性クロー

ン8個のうち、最も長いインサート長を持つ5クローンについて、

5'側および3'側よりその塩基配列を解析したところ、解析できた約

300塩基ほどが同じ配列であったので、その内の一つのクローン、

p56-4について、その全塩基配手IJを・決定した。図3にp56-4のイン

サー卜部分の境基配列および、予想アミノ鍛配列を示す。 p56-4は、

432残基からなる蛋白をコードする openreading 企むneを有して
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おり、精製56kDa蛋白について決定した部分アミノ酸配列 (56-1，

FFDYDFGSDE; peptide 56-2， NNYPSDIDQ; peptide 56-3， 

EALPHVP町、DRYINREYILV)を全て含んでいた。これらの結果

から、p56-4は56kDa蛋白のcDNAであると判断した。

また、 56kDa蛋白について、蛋白のN末端配列の決定を試みたが、

配列は得られなかった。しかし、シグナル配列解析をPSORTを用

いて行ったところ、開始メチオニンから16残基目までが、シグナ

ルシークエンスであると考えられた。また、 cDNAから計算される

分子量は48.8kDaであり、 561<Daよりも小さかった。 cDNAから

予想されるアミノ酸配列にはN結合型糖鎖の付加部位が存在し、実

際の分子量が大きいのは糖鎖の付加によると考えられた。そこで、

N-glycosidase Fにより、精製56kDa蛋白を処理し、 SDS-PAGEに

より分子量を算定した。その結果、酵素処理により分子量は

47kDaとなり、シグナルシークエンスの部分をのぞいた、 47.1kDa-

にほぼ一致した(図4)。
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(2) 56kDaローヤルゼリー蛋白のcDNAcloning 

64kDa蛋自については、スクリーニングを行ったうちの約15%

のクローンが陽性であった。任意に選んだ陽性クローン4個につい

て、 5'側および3'側よりその塩基配列を解析したところ、同じ配列

であったので、その内の一つのクローンについて塩基配列を決定し

た。その結果、その犠基配列はpRJP57-1と同ーであった。

pRJP57-1とは、 Kaudinyらにより‘ローヤルゼリー中の蛋白成分

に対する抗血清を用いて働き蜂頭部由来 cDNAlibr・aryから単離さ

れた cDNAであり、コードされた蛋白の実体は明らかではなかっ

た(Klaucliny，J et al. 1994， Albert， S. et al. 1996)。

さらに、精製した64kDa蛋白について決定した5つの部分アミ

ノ酸配~IJ (peptide 64-1， NYPFDVVR; peptide 64-2， 

EGLIMYQNSDD; peptide 64-3， HIDFDFGSDERRDAA; 

peptide 64-4， LTVAGESXTVK; peptide 64-5， 

GGPLLRPYFDWXF AK.)は、 pRJP57-1の予怨アミノ酸配列中に

全て含まれていた(図的。したがって、 64kDa蛋自のcDNAは、

pRJP57-1であると判断した。予想アミノ酸配列から、シグナル配

列解析をPSORT(McGeoch 1985， Nakむ，K. 1991， von Heijne， G. 
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1986 )を用いて行ったところ、開始メチオニンから16残基目まで

が、シグナルシークエンスであると考えられた。また、 cDNAから

計算される分子量は59.9kDaであり、 64kDa蛋白もおそらく、 N-

結合型糖鎖が付加していると思われる。

(3) 50kDaローヤルセeリー蛋自のcDNAcloning 

50kDa蛋自については、 抗体スクリーニングで得られる陽性ク

ローンの権基配列をシ側および3・側より部分的に決定したところ、

すべて、 64kDa蛋白陽性クローン (pRJP57-1)と同じ配5'IJであっ

た。しかし、 50kDa~白と 64kDa蛋白の決定した部分アミノ酸配

列は、 似てはいるが明らかに異なり、さらにpRJP57-1に、決定し

た501占 a蛋自の部分アミノ酸配列は含まれていないため、

pRJP57-1とは異なる転写産物に50回 a蛋白はコードされていると

考えられた。

そこで、50kDa蛋自に特徴的な部分アミノ酸配列を用いて、こ

れより予想される核酸配列をもとにprimerを作製し、 F咽頭腺

cDNA libraryからPCRにより50kDa蛋白のcDNAの一宮[1を増幅し



た。この産物をprobeとしてlibraryからスクリーニングを行い、

多数の陽性クローンを得た。

そのうちの一つのクローンp13502についてその塩基配列を決定

した(図6)0 cDNAから計算される分子量は50.8kDaであり実際

の蛋白の分子量とほぼ一致した。

(3)ローヤルゼリー蛋白の構造の比較

次に、これらローヤルゼリー蛋白と相向性の高い蛋白を、各種

databaseより検索した。

まず、 cDNAの配列について、 GenBankとEMBLより検索した。

その結果、前出のpRJP57-1、及び、同11寺にcloningされた、

pRJP57-2と高い相同性を示した。したがって、これらローヤルゼ

リー蛋白岡土も互いに構造が類似している可能性を考え、 50，56， 

64kDaローヤルゼリー蛋自について相同性を調べた。その結果、

全体にわたって相互に約60%の相向性を示すことがわかった(図7

)。したがって、とれらの蛋白は familyを形成することが明らか

となった。



さらに、これらcDNAの予想翻訳産物について、相同性の高い蛋

白を、 PIR，SWISS-PROT， PRFの各d.atabaseより検索した。図8ー

に示すように、ショウジヨウバエ CDrosophilα melαnogαster)の

yellow protein (Chia W. et al. 1986)の予想、翻訳産物と29%の相

同性を示した。この結果は、ローヤルゼリー蛋自の由来を考える上

で興味深い知見である。
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第3節 セイヨウミツバチα ・glucosidaseの構造の解析

修士課程において精製した外勤!燦下咽頭腺のα-glucosidaseにつ

いてcDNAcloningを行った COhashi，K. et al. 1996) 0 SDS-

PAGEによる外勤!蜂下咽頭腺の蛋白発現パターン(図1)から判断

すると、 α -glucosidase の割合は約30~50%であり、下咽頭腺由

来 cDNAlibrary中のα-glucosidasecDNAのcontentは非常に高

いことが予想された。 そこで、 phagemidに変換した libraryから

任意に15コロニーを選び、部分アミノ駿配列をもとに作製した

prirnerを用いて、菌体に対して直接、 PCRを行うことによりスク

リーニンク争を行った。

その結果、 1個のクローン (p70-11)が、アガロースゲル電気

泳動上で予怨サイズにバンドを与えたので、このクローンについて、

約1.9kbp からなるインサートの全塩基配列を決定した(図9)。

p70-11について、とりうる最大の openreading frameから、翻訳

される蛋白は、 650アミノ酸残基で、精製したα-glucosidaseにつ

いて決定した部分アミノ酸配列 (N末， AWKPLPENLKE; 70-1， 

IYTHDIPETYNVV; peptide 70-2， EDLIVYQVYPRSFK; peptide 
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70-3， IILDFVPNHTSDQHEWFQLXLK )を全て含んでいた(図9

)。これらの結果から、 p70-11はα-glucosidaseのcDNAである

と判断した。

N末端解析の結果.α司glucosidaseのN末端配列は 18残基自の

Alaからであり、 また、 hydropathyprofile から、 1~ 17残基まで

は疎水的であるので、この1~17残基は signal sequenceであると

考えられる。

次に、ミツバチα-glucosidaseとホモロジーを有する既存の蛋白

を、 PIR，SWISS-PROT， PRFの各databaseより検索した。図10ー

に示すように、ショウジョウパエ (Drosophilamelαnog，αster)の

possible rnaltase genes 1， 2， 3 CHenikoff， S. et a.l. 1988)また、

蚊 (Aedesαegypti)のpossiblemaItase gene (James， A. A. et 

al. 1989)からの予想翻訳産物とそれぞれ42.2%，46.3%， 46.2% ， 

41.9%の相同性を示した。また、酵母 (Saccharomycescereuisiae-

) CVandenbol， M. et al. 1994)やカピ (Cαndidαalbicαns) C 

Geber， A. et al. 1992)といった他の下等真核生物の maJtaseとも、

約30%の相同性を示した。

これらの結果は、 α-glucosidaseが下咽頭腺で合成され分泌され
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て、花鐙の sucroseをglucoseとfructoseに分解することにより、

勝蜜の生成に働くという結果を裏付けるものである。
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第4節 セイヨウミツバチ amylaseの構造の解析

次に、外勤蜂下l咽頭腺に特異的に発現する産物をα-glucosidas巴

以外に検索する目的で、 PCRを用いたsubtraction法を行った。方

法は、内勤!除、外勤蜂の下咽頭腺totalRNAの逆転写産物それぞれ

を、まずPCRにより増幅した。次に、この増幅産物について、外

勤蜂下目図頭腺由来産物から内勤蜂由来産物を差し引き、得られた

cDNA断片をさらにPCRにより場帽した。この、 subtractedPCR 

productを任意に50クローンほど選び、 ドットプロットにより外勤

雌特異的発現をするものについて塩基配列を解析した。

そのうちの一つのクローン(紅ー6)については、ホモロジー検索

の結果から、種々の生物のamylaseと高い相同性を有し、ミツバチ

のamylaseのcDNA断片であると考えられた。他のクローンについ

ては、 α-glucosidaseあるいは、ホモロジー検索により有為な相向

性を示さなかった産物であった。

そこで次に、f1-6をプロープとして、ミツバチ下咽頭腺 cDNA

libraryからスクリーニンクーを行い、全長をコードするcDNAの単

離を試みた。
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得られた陽性クローンのうち、もっとも長いインサートを持つク

ローンp151について、そのインサートの全損基配列を決定した

(図11)。次にp151について、とりうる最大の open reading 

合ameから、翻訳される蛋白について、ホモロジーを有する既存の

蛋白を、 PIR，SWISS-PROT， PRFの各databaseより検索した。

その結果、図12に示すように、ショウジョウパエ (DrosophiLα

melanogαster)の amylaseprcursor gene (Boer， llickey 1986 

)からの予想翻訳産物と56.2%の相向性を示した。また、その他、

各種昆虫、 I輸乳類などのamylaseと高い相向性を示した。

また、このクローンの翻訳産物の先頭付近から、ショウジョウパ

エamylaseprcursor geneの予想、翻訳産物とホモロジーが高く、そ

の付近1.;:開始メテオニンが存在しないことから、このクローンは、

ミツバチamylaseの全長はコードしていないと考えられる。
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第 5節セイヨウミツバチ glucoseoxidaseのcDNAcloning 

glucose oxidaseは、蜂蜜中にその活性が知られた酵素で、グル

コースを基質とし、グルコン酸を生成する。その際に副産物として、

O2よりH202が発生し抗菌性を発生すると考えられている(越後、

1973)これは、グルコン酸による低pHイじとともに、勝蜜の貯蔵に

役立つとされている(越後 ・竹中、 1974)0 gll1cose oxidaseに類

似の反応を行う酵素として、 gll1cosedehydrogenaseがあげられ、

同僚にグルコースを基質とし、グルコン酸を生成するが、 O
2から

H202が生じる代わりにNADやNADP+を用いる。

したがって、その醇素活性の類似性から、 glucoseoxidas巴は、

機造的に glucosedehydrogenaseと相同性が高いであろうと予想

された。

さて、この項で述べる、gll1cose0氾 daseの cDNAは、以下に述

べるように、 cDNAlibraryのアーティファクトとして偶然得ると

とができた。すなわち、前項の、ミツバチ下日国頭腺 cDNAlibrary 

からの amylaseのcloningの際lこ、陽性クロ」ンのひとつとして、

2属類の証>NAからなるクローンが得られた (pA15)。このクロー



ンは、塩基配列を解析した結果、目的とするamylasecDNAの前

部に他の cDNAが総合した、 cDNAlibrary作成時のアーティファ

クトであった。この、 amylase cDNA の前部に結合した配列(

A 15-2)について、ホモロジーを有する既存の祖基配列を、

GenBankから検索したところ、ショウジョウパエのglucose

dehydrogenase遺伝子とi痛い相向性を有していることがわかった。

したがって、 A15-2は、勝蜜中に含まれるglucoseoxidaseの題基

配列の一昔11である可能性が考えられた。

そこで、この断片がコードする cDNA の会長を得る目的で、

A15-2をプロープとして、ミツバチ下咽頭線 cDNAlibraryからス

クリーニングを行った。約1X10' クローンについてスクリーニン

グを行ったところ、数十個の陽性クローンが得られた。 A15-2は、

との遺伝子にコードされる蛋自の開始、メチオニンと考えられる部分

の配列を含んでいたので、次にこの部分を挟むようにpnmerを設

計しPCRを行うことで全 openreading frameを含むcDNAの単離

を試みた。!湯性クローン14個を任意に選ぴ、 PCRで陽性であった

クローン l個 (p61)を得た。

p61について、約1.9kbp からなるインサートの全壊基配列を決



、-

定した(図13)。とりうる最大の 叩enreading合間leから、翻訳

される蛋白は、 615アミノ駿残基であった。

次に、p61の予想アミノ酸配列とホモロジーを有する既存の蛋白

を、 PIR，SWISS-PROT， PRFの各databaseより検索した。その

結果、ショウジョウパエの glucosedehydrogenase prcursor gene 

(Krasney et al. 1990 ) からの予想翻訳産物と44.1%の相向性を

示した(図14)。 また、カビ (Aspergillus niger )の glucose

oxidase (Frederick et al. 1990)とも、約24%の相向性を示した

(図15)。さらに、 alcoholdehydrogenaseなどの参加還元に関わ

る酵素とも相同性を示した。

これらの結果は、 p61にコードされている蛋白が、ミツバチ

glucose oxidaseである可能性が高いととを示す結果である。
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第6節 働き蜂の行動変化にともなうローヤルゼリー蛋白群、

および糖代謝酵素群の遺伝子発現の解析

下|咽頭j協の機能転換が遺伝子発現のレベルで調節されているかど

うかを調べた。方法は、内勤燐下H国頭線、外勤蜂下日周頭腺について、

それぞれ totalRNAを抽出し、ローヤルゼリー蛋白群および糖代

謝隣紫群の cDNA断片をプローブに用いて、ノザンプロッ ト法を

おζなった。

その結果、ローヤルゼリー蛋白遺伝子については、 50kと64kDa-

蛋白遺伝子が内勤蜂で非常に強く発現することがわかった(図16-

)。また、 56kDa蛋白遺伝子は内勤蜂と外勤蜂の両方でシグナル

が検出され、バンド強度は内勤蜂のほうが強かった(図16)。し

たがって、ローヤルゼリー蛋自については、 50kDaと64kDaは転

写レベルで発現していたものが、外製j蜂になる際には、転写がオフ

になることが示された。また、 56kDa蛋白遺伝子は内勤蜂と外勤

勝の両方にmRNAが検出されることから、翻訳レベルで抑制がな

されている可能性も考えられる。
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一方、蜂蜜の生成に関わると考えられる糖代謝遺伝子群について

の結果を、図17に示す。その結梨、 α-glucosidase、amylase、ま

た、 glucose oxidaseの三者いずれもが、外勤燐に特異的に発現す

ることが分かった。したがって、これら糖代謝酵素群の遺伝子発現

は、それぞ、れの酵素としての基質が異なるにも関わらず、外勤燥に

なると転写がオンになる常1)御を受けていると考えられる。

以上の結果から、ローヤルゼリー蛋白遺伝子、および糖代謝遺伝

子について調べた 6種類の産物のうち、 56kDa蛋白を除くほとん

どのものが転写レベルで溌現調節されていることが明らかとなった。

このことは、内勤蜂から外勤蜂への働き蜂の行動変化に伴って、ロー

ヤルゼリー蛋白群から糖代謝酵素群へと、下咽頭線の遺伝子発現の

織式が大きく転換するととを示している。
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第 7節考察

本主主では、まず、 ローヤルゼリー蛋白群、および、 α 

glucosidase、amylase、glucoseoxidaseのcDNAcloningを行った。

これらのcDNAが、ミツバチから単離されたのは本研究が初めてで

ある。さらに、内勤!蜂から外勤蜂への行動変化に伴う、これら遺伝

子の発現変化を調べた。その結果、 56kDa蛋白遺伝子を除いた、

6種類中5種類の産物について、分業に伴う発現変化が遺伝子のレ

ベルで調節されていることがわかった。

現在のところ、これらローヤルゼリー蛋自の生化学的な機能は不

明である。だが、 幼虫に摂取され、消化されることを考えると、お

そらくは、幼虫の飼としての栄養蛋白で=あろうと考えられる。さて、

幼虫の餌について、ミツバチにおいて興味深い知見として、女王蜂

の分化があげられる。女王!燦と働き蜂は、遺伝的には同じであり、

その違いは、与えられるローヤルゼリーの量であるというととが知

られている。働き蜂と女王騰とで、与えられるローヤルゼリー蛋白

の質が異なっているのかどうかについてはまだ明らかではないが、



とれらローヤルゼリー蛋自に嫌々なファミリーが存在することから

考えると、これらの蛋自の割合や:監が、女王燐の発生の際の決定に

必要な機能を担っているのかもしれない。

また、これらローヤルゼリー蛋白は、 構造的にはショウジョウパ

エの yellowproteinとアミノ酸配列が類似しているという特徴が

ある。このことは、おそらくローヤルゼリー蛋白と yellowprotein 

は、進化的に同ーの起源であることを示しているように思われる。

yel10w pl'oteinは、現在のところ、機能は不明であるが、ショウジヨ

ウバエにおいて、表皮の色素沈着に関与すると考えられている蛋白

である。さて、幼虫に、餌として自分の分泌物を与えるという行動

を行うのは.おそらくはハナバチの一部であり、 比較的限られた種

において進化の後のほうで獲得された現象と考えられる。このこと

から考えると、ミツバチは、ローヤルゼリー蛋白の遺伝子を、全く

新たに栄養蛋白遺伝子として獲得したというよりはむしろ、自分自

身既に持っていた yellowprotein遺伝子を改編し、 コピー数を増

やして、ローヤルゼリー蛋白遺伝子としたのではないかと考えられ

る。
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3種類のローヤルゼリー蛋白 (50，56， 64kDa蛋白)についてノ

ザンプロット解析を行った結果は、 50kDa蛋白と 64kDa~自が内

勤蜂で強く発現しているのに対して、 56kDa蛋白は、内勤虫章、外

勤燐ともに発現していることを示している固これらの蛋白は、構造

上は相互に約60%の相向性を示しファミリーを形成している。ま

た、上で述べたように、進化上、比較的後になって獲得された蛋白

であり、おそらくは遺伝子の重複により生じたものと考えられる。

しかしながら、その構造の類似lこも関わらず、遺伝子発現では、明

らかに異なった制御を受けており、非常に興味深い点である。

これら 3種類のローヤルゼリー蛋白に関して、イムノプロット解

析によりその蛋自発現を調べた結果は、 56kDa蛋白をも含め、い

ずれの蛋白も、内勤峰に特異的な発現を示している。したがって、

56kDa蛋白は、もしかすると、翻訳レベルでの制御を受けている

のかもしれない。

今のところ、 56kDa蛋白遺伝子が外勤蜂でも発現が持続するこ

とについて、私が考えている仮説は以下のようなものである。

Roeschらは、コロニーから内勤蜂を除いた際に、外勤務が育児を

行うようになるととを述べている (Rosch，G. A. 1930)。この実
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験結果については、実験デザインは異なるが、下日悶頭腺の蛋自発現

レベルでは明確な追試はできなかった(第4掌 ・第6節)。しかし

ながら、このような場合が生じた際に、外勤峰が紫急にローヤルゼ

リー蛋白を合成することが必要になり、常に56kDa蛋白の遺伝子

発現が生じていることが役立っているのかもしれない。内勤蜂のみ

が失われてしまうような状況は、実際には、自然の状態では生じに

くいと考えられるが、下H図頭腺が、外勤蜂から内勤!蜂の状態へと逆

に移行するのにも、おそらく、ある程度の時間がかかつてしまうの

であろう。

また、結果には述べなかったが、ここで、個体ごとに発現の異な

る内動隊特異的蛋l当(おそらくローヤルゼリー蛋白)についてふれ

ておく。詳しくは第4主主に示すが、コロニー内の内勤蜂、外勤蜂の

割合を調べるために、各個体ごとの下咽頭腺の蛋白パターンを解析

した。その際に内製l蜂の発現パターンを示す個体について着目する

と、分子量60~70kDa付近に各個体ごとに発現パターンの奥なる

蛋白が4種類ほど観察された(図28A、図29A)。

これらの蛋白は、外勤!路では観察されず、内勤蜂では、各倒体ご



とに、全く発現していない個体から、 2~3種類が適当な組み合わ

せで発現している個体まで様々であった。また、これらの蛋白は、

内勤蜂特異的であること、全蛋白中の割合が比較的高い(約10%)

こと、というローヤルゼリータンパクの持つ特徴を有していた。

これらが本当にローヤルゼリー蛋白であるかをまず示すことが重

要であるが、おそらくは、 64kDaローヤルゼリー蛋白も、 SDS

PAGEから判断すると、発現している個体と発現していない個体が

存在するようである。

今のところ、個体ごとに発現する意義については不明だが、興味

深い観察結果として、 |勾勤蜂の中でも、細かい分業があるととが知

られており、もしかしたら、この蛋自の発現は、この細かい分業に

対応しているかもしれないという可能性がある。すなわち、育児と

いう作業でも、もっぱら l 齢~2齢の若い幼虫を世話する個体もい

れば、 3齢、 4齢といった幼虫を世話専門の個体という分業が内勤

蜂の中でさらに絢lかく存在する。したがって、これらの蛋自の発現

パターンと個体ごとの行動の関連の解明は、もしかしたらローヤル

ゼリー蛋自の機能を明らかにする手がかりとなるかもしれない。
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外勤蜂下I咽頭Il泉からは、 3種類の糠代謝に関与する酵素、 αー

gIucosidase、amylase、gIucoseoxidaseのcDNAをそれぞれ単離

した。これらの酵素は、いずれも燐蜜中に活組が検出されていたも

のであるが、本研究の結巣から、これらの酵素がいずれも下咽頭腺

由来であることがはじめて明らかとなった。さらに、外勤蜂下l咽頭

腺において、 α-gIucosidaseだけではなく、 amylase、glucose

oxidaseも発現することがわかったことから、外勤蜂下咽頭腺が、

!蜂蜜の生成のために糖代謝酵素の合成を行う器官となっていること

が明らかとなった。

α-glucosidaseについては、修士課程で精製した蛋白の構造をも

とにcDNAを得たが、一次構造的にも、ショウジョウパエや蚊の

mal七aseと相向性が高く、 α-glucosidaseである、という結果を裏

付けるものであった。

また、 amylaseについては、蛋白自体は、ミツバチからはまだ同

定されていないが、おそらく外勤蜂特異的な発現をすることから考

えて、蜂蜜中に分泌される下咽頭腺に特異的なサブタイプであろう

と考えられる。

38 



これら二つの酵素は、ともに他の昆虫ではnA腺で発現する蛋白で

あるが、ミツバチにおいて下咽頭腺で外勤蜂特異的に発現するよう

になったかは下咽頭腺の由来を考える上で興味深い問題である。

glucose oxidaseについては、蜂筆中にその活性は知られていた

が、その構造は不明で=あった。今回単離したcDNA、p61に関して

は、外勤燐特異的に発現し、カヒーのglucose oxidaseや、活性の類

似したショウジヨウバエの glucosedehydrogenaseと、中日向性が高

いことから、おそらくミツバチ glucoseoxidaseのcDNAであると

考えられる。 glucoseoxidase には、酵素反応の精製産物であるグ

ルコン酸によるpHの上昇と、反応の際に同時に生じるHP;より、

蜂蜜の保存効果を高めるという興味深い作用が予想されている。こ

のcDNAからリコンビナント蛋白を作製し、グルコース依存の抗菌

活性が検出されるかどうかは、今後の課題である。

また、これら 3種類の糖代謝酵素遺伝子は、いずれも外勤蜂特異

的な遺伝子発現を示した。したがって、とれら糖代謝酵素群の遺伝

子発現は、蛋白の一次構造や、それぞれの酵素としての基質が異な

るにも関わらず、ローヤルゼリー蛋白とは対照的に、共通の制御を
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受けている可能性が考えられる.このことは、内勤!燦から外勤!路へ

の移行に伴う下咽頭腺の機能転換が、大腸菌における β-

galactosidaseの誘導などのように、単に、花蜜中のシヨ糖のシグ

ナルにより、 α-glucosidaseが誘導されたという単純なものではな

いことを示している。この結果は、この掌の最初にも述べたが、組

織の状態を特徴づ、ける機能分子の発現という意味では、組織自体の

性質が変わったことを強く示している。

本章の結果は、働き鯵の行部j変化に伴って、ローヤルゼリー蛋白

群から糖代謝酵素群へと、下咽頭線の遺伝子発現の綴式が大きく転

換することを明らかにした。このことは、下l関頭線の機能が、あた

かも乳腺から消化腺へと転換することを示している。

もしも、分化というものが、細胞の分化状態を特徴づける機能分

子の合成によって定義づけられるのならば、下日国頭腺は、内勤蜂の

時には、ローヤルゼリーを合成する状態への分化を、外勤蜂の時に

は、蜂蜜生成のための糖代謝酵素の合成する状態への分化を、それ

ぞれとっている、と考えることは可能である。すなわち、下咽頭腺
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の機能が働き峰の行白動変化に伴って転換する、ということは、 言い

換えれば、下日囚頭腺は、働き蜂の行動変化!こ伴って分化転換してい

る、と述べることも可能かもしれない。
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第2章

図表
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102030405060  
TTCACGTACAATATTCCATTGCTTCGTTACTCGCAGCTTAGAAAAATGACAAGATTGTTT 

M T R L F 

708  090100110120  
ATGCTGGTATGCCTTGGCATAGTTT喝TCAAGGTACGACAGGCAACATTCTTCGAGGAGAG

M L V C L G 1 V C Q G T T G N 工 L R G E 

130 ユ40 150 160 170 180 
T町C吋巾T腎以蜘主笠E些 TC叩 TA閃AC悶c叩C
S L己 」ム一_EjL P 工 L H E W K F F D Y D F G 

190 200 210 220 230 240 
AGCGATGAAAGAAG且CAAGATGCAATTCTATCTGGCGAATACGACTACAAGAATAATTAT

三一旦~ R R Q D A 工 L S G E Y D Y K N N Y 

250 260 270 280 290 300 
CCATCCGACATTGACCAATGGCATGATAAGATTTTTGTCACCATGCTGAGATλCAATGGC 

P S D 工 D Q W H D K 工 F V T M L R Y N G 

310 320 330 340 350 360 
GTAceTTCCTCTTTGAACGTGATATCTAAAAAGGTCGGTGATGGTGGTCCTCTTCTACAA 

V P S S L N V 工 S K K V G D G G P L L Q 

370 380 390 400 410 420 
CCTTATCCCGATTGGTCGTTTGCTAAATATGACGATTGCTCTGGAAT℃GTGAGCGCCTCA 

P Y P D W S F A X Y D D C S GIV  S A S 

430 440 450 460 470 480 
AAACTTGCGATCGACAAATGCGACAGATTGTGGGTTCTGGACTCAGGTCTTGTCAATA且T

K L R I D K C D R L W V L D S G L V E二日
490 500 51口 520 530 540 

AETCAACCCATGTGTTCTCCAAAACTGCTCACCTTTGATCTGACTACCTCGCAA?TGCTC 

巳JQ PHC  S P K L L T F D L T T S Q L L 

550 560 570 580 590 600 
AAGCAAGTTGAAATACCACATGATGTTGCCGTAAATGCCACTACAGGAAAGGGAAGATTA 

Q V E 工 PHDVAV区三二日 T G K G R L 

610 620 630 640 650 660 
TCATCTCTAGCTGTTCAATCTTTAGATTGCAATACAAATAGCGATACTATGGTGTACATA 

S S L A V Q S L D C N T N S D T H V Y 主

670 680 690 700 710 720 
GCAGACGAGAAAGGTG且AGGTTTAATCGTGTATCATAATTCTGATGATTCCTTCCATCGA

A D E K G E G LZV  Y H N S D D S F H R 

730 740 750 760 770 780 
TTGACTTCCAACACTTTCGATTACGATCCTAAATTTAceAAAATGACGATCGATGGAGAA 

L T S N T F D Y D P K F TKM  TZD  G E 

790 800 810 820 830 840 
AGTTACACAGCCCAAGATGGAATTTCTGGAATGGCTCTTAGTCCC且TGACTAACAATCTC

S Y T A Q D GIS  G M A L S F M T N N L 
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850 860 870 880 890 900 
TATTACAGTCCTGTAGCTTCCACCAGTTTGTATTATGTTλACACGGAACAATTCAGAACA 

Y Y S F V AST  S L Y Y V N T EQF  R T 

910 920 930 940 950 960 
TCCGATTATCAACAGAATGACATACATTACGAAGGAGTCC瓦AAATATTTTGGATACCCAA

S D Y Q Q N D 工 H Y E G V Q N 1 L D T Q 

970 980 990 1000 1010 1020 
TCGTCCGCTAAAGTAGTATCAAAGAGTGGCGTTCTCTTCTTCGGATTGGTGGGCGATTCA 

S S A K V V S K S G V L F F G L V G D S 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 
GCTCTTGGCTUCTGGAACGAACATCGAACACTTGAAAGACACAATATCCGTAceGTCGCT 

A L G C W N E H R T L E R H N 工 R T V A 

1090 1100 1110 1120 1130 1工40
CARAGTGATEAGACT℃TTCAAATGATCGCTAGCATQAAGATTAAGGAASC'TCTTCCACAZ 

Q S D E T L Q M 工 A S M K 工 K E A L P H 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 
GTGCCTATATTCGATAGGTATATAAACCGqpGAATACATATTGGTTTTAAGTAACAAAATG 

V PIF  D R YIN  R E YIL  V L S N KM  

1210 工220 1230 1240 1250 1260 
CAAAAAATGGTGAATAATGλCTTCAACTTCGACGATGTTAACTTCAGAATTATGAACGCG 

Q K M V N N D F N F D D V N F R 工 M N A 

1270 12自O 1290 1300 13ユo 1320 
AATGTAAACGAATTGATATTGAAEACTCGTTGCGAAAATCCCGATAA?GATCGAACACCT' 

N V N E L 工 L N T R C E N P D N D R T P 

工330 1340 1350 1360 1370 1380 
TTEAAAATTTCAATCCATTTGTAAAATCTGAGTTTTTTGTTATATATTAAATATTTCTCG 
F K 工 S 工 H L * 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 
AAATTTCTTTCCATTATGAATGTATAA些些些TATTGTTTTCGCATAAAAAAAAAAAAA

1450 
AAAAAA 

図3 56kDaローヤルゼリー蛋白 cDNA(p56-4)の核酸配列と予想アミノ酸配
列

上段に核酸配列を、下段に予想アミノ酸配列を示す。決定した部分アミノ酸配!i11は
下線で示した。予想、糠鎖付加昔日位は、四角で図った。終止コドンと poliA付加シグ
ナルはそれぞれ、アステリスクと二重の下線で示した。
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図4 N-glycosidase Fによる 56kDaローヤルゼリー蛋白の脱糖処理

レーン1;精製56kDa蛋白、 2;精製56kDa蛋白+OUN-glycosidase F， 3;精製
56kDa蛋白+O.03UN-glycosidase F、4;精製56kDa蛋白+O.3UN-glycosidase F、
をそれぞ、れSDS-PAGEにより解析した。
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ユo 20 30 40 50 
MTKWLLLWC LG工ACQDVTS AAVNHQRKSA NNLAHSMKV工 YEW氾江DFDF

60 70 80 90 100 
GSDERRDAA工 KSGEFDHTKN YPFDVDRWRD KTFVT工ERNN GVPSSLNWT 

110 ユ20 130 140 150 
NKKGKGGPLL RPYPDWSFAK YEDCSG工VSA FKIAVDKFDR LWVLDSGLVN 

160 170 180 190 200 
問 QPMCSPKL LTFDLKTSiくL VKQVE工P問 I A~MGE LVSLAVQA工D

210 220 230 240 250 
RTNτ'MVY工AD EKGEGL工MYQ NSDDSFHRLT SNTFDYDPRY TKLTVAGESF 

260 270 280 290 300 
TVKNG工YG工A LSFVTNNLYY SPLLSHGLYY VDTEQFSNPQ YEENNVQYEG 

310 320 330 340 350 
SQD工LNTQSF GKWSKNGVL FLGLVGNSG工 ACVNEHQVLQ RESFDWAQN 

360 370 380 390 400 
EETLQM工VSM K工MENLPQSG RINDPEGNEY MLALSNRMQK 工工NNDFNFND

410 420 430 440 450 
VNFR工LGANV DDU侭NTRCG RYHNQNAGNQ NADNQNADNQ NANNQNADNQ 

460 470 480 490 500 
NANXQNGNRQ NDNRQNDNXQ NGNRQNDNKQ NGNRQNDNXO NGNRQNGNKQ 

510 520 530 540 
NDNKQNGNRQ NDNKRNGNRQ NDNQNNQNDN NRNDNQVHHS SKLH 

図5 64kDaローヤルゼリー蛋自の予想アミノ酸配列2定した音防ミノ酸配列は下線で示した。予想糖鎖付加部位は 四角で閤つ
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102030405060  

TGTCACTCGTAAAATATCTGCAGTATCTAAAAAAATGACAAGGTGGTTGTTCATGGTGGC 

阻 T R W L F M V A 

70 80 90 100 110 120 
AT13CCTCGGCATAGCTTGTCAAGGCGCCATTGTTCGAGAAAATTCT℃CAAGAAACTTGGA 

CLGIACQGA 工 VRENSPRNLE

130 140 150 160 170 180 
AAAATCATTGAACGTAATTCACGAATGGAAGTATTTTGATTATGACTTCGGTAGCGAAGA 

K S L N V 工 HEWKYFDYDFGSEE

190 200 210 220 230 240 
AAGAAGACAAGCTGCGATTCAATCTGGCGA且TATG且CCATACGAAAAATTATCCCTT巴GA

R R Q A A 工 Q S G E Y D H T K N Y P F D 

250 260 270 280 290 300 
CGTCGATCAATGGCGTGATAAGACTTTTGTCACCATACTAAGATACGATGGTGTTCCCTC 

V D Q W R D K T F V TIL  R Y D G V P S 

310 320 330 340 350 360 
TACTTTGk4CGTGATATCTGGTAAAACT也GTAAGGGTGGACGACTTTTAAAACCATATCC

T L N VZS  G K T G K G G R L L K P Y P 

370 380 390 400 410 420 
TGATTGGTCGTTTGCAGAGTTTAAAGATTGCTCTAAAATTGTGAGCGCTTTCAAAA世TGC

D W S F A E F K D C S K I V SAF  K 工 A

430 440 450 460 470 480 
GATTGACAAATTCGACAGATTGTGGGTTTTGGATTCAGGTCTTGTCAATAGAACTGTACC 

工 D K F D R L W V L D S G L v lN R T V Ip 

490 500 510 520 530 540 
TGTATGTGCTCCAAAGTTGCACGTCTTTGATCTGAAAACCTC且AATCACCTTAAGCAAAT

V C APK  L H V F D L K T E N H L K Q 工

550 560 570 580 590 600 
CGAGATACCGCATGATATTGCCGTGAATGCCACCAEAGGAAAGGGAGGGCTAGTGTCTTT 

E 工 P H D I A V IN A T T IG K G G L V S L 

一610 620 630 640 650 660 
GGCTGTTCAAGCT.且TAGATCTTGCAAATACTTTAGTGTACATGGCAGACCATAAAGGつrGA

且 V Q A 工 D L A N T L V Y M A D H K G D 

670 680 690 700 710 720 
TGCTTTAATCGTCTACCAAAATGCCGATGATTCCTTCCATCGATTロACTTCCA且CACTTT
iーと 工 V Y Q N A D D S F H R L T S N T F 

730 740 750 760 770 780 
CGACT且CGATCCCAGATATGCCAAAATGACGATCGATGGAGkAAGTTTCACACTGAAAAA

DYDPRYAKMT 工 DGESFTLKN

790 800 810 820 830 840 
TGGAATTTGTGGAATGGCTCTTAGTCCCGTGACGAACAATCTTTATTACAGTCCTCTCGC 

GIC  G M A LSP  V T N N L Y Y S P L A 
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850 860 870 880 890 900 
TTCTCACGGTTTGTATTATGTTAACACGGCACCATTTATGAAATCACλATTTGGAGAAAA 

S H G L Y Y V N T A P FMK  SQF  G E N 

910 920 930 940 950 960 
TAACGTCCAATACCAAGGATecGAAGATATTTtFGAACACGCAATCGTTGGCTAAAGCAGT 

N V Q '{口 G S E D 工 L N T Q S L A K A V 

970 980 990 1000 1010 1020 
ATCGAAAAATGGCGTCCTCTCGTCGGACTTGTGGGtAAtvTCAGCTGTTGGCTGCTGGAAC 

S K N G V L S S D L W V 工 Q L L A A G T 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 
GGCATCAATCACTTCAGAGACAATTTTAGAATTGGTCGCTCAAATTGACAGAACACTTCA 

ASITSETILELVAQ 工 D R T L Q 

1090 1100 1110 1ユ20 1130 1140 
AATGATCGCAGGTATGAAA且TTAAGGAAGAGCTTCCACATTTCGTAGGAAGCAACAAACC

MZA  GHKZK  E E L P H F V G S N K P 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 
TGTAAGAGATGAATATATGTTAGTTTTAAGTAACAGAATGCAGAAAATAGTAAATGATGA 

V R D E '{ M L V L S N R 凹 Q K 工 V N D D 

1210 1220 1230 工240 1250 1260 
TTTTAATTTCGACGATGTAAACTTCCGAATTTTGGGTGCAAATGTAAAGGAATTAATAAG 

F N F D D V N F R 工 L G A N V K E L 工 R

1270 1280 1290 1300 1310 1320 
ACATACTCATTGCGTAAATAACAATCAGAATGATAACATTCAAAATACTAACAATCAGλA 

H T H C V N N N Q N D NZQ  N T N N Q N 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 
TGATAACAATCAGAAGAATAACAAGAAAAATGCTAACRATCAAAAGAGTAACAATCAGAA 

D N N Q KNN  K K NAN  N Q K S N N Q N 

1390 1400 1410 1420 1430 エ440
TGATAATTAAGTTGGTCGTTTTTCAAAATEGCATTAAAATCAATTAATTATGAqFGTAAAC 
D N 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 
TAAATATCTTTTGAAATATTTTCTCAATATAAACCAAATATTTTGTAAAAATCTTTTTAA 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 
ATTATATTATAAATGAATAAAATATTGTTTTTTGCATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA且AA

1570 
AA 

図6 50kDaローヤルゼリー蛋白 cDNA(p13502)の核酸配列と予想アミノ酸
配列

上段に核酸配列を、下段に予想、アミノ酸配列を示す。決定した部分アミノ酸配列は
下線で示した。予惣糖鎖付加昔日イ立は、四角で闘った。終止コ ドンと poliA付加シグ
ナルはそれぞれ、アステリスクと二重の下線で示した。
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図7 ローヤルゼリー蛋白 (64kDa-，56kDa・，50kDa蛋白)の予想アミノ酸配
列の比較

相同性が最大になるように、ギャップを持入した。三者で共通するアミノ酸を赤い
文字で示した。
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[29.1も/409 aa] 

l' MTRLFMLVCLGIVCQGTTGN工LRGESLNKSLP工LHEWKFFDYDFGSDERRQDA工LSGEYD

長 会 4旨令 * *<除*
1" MFQDKGWILVTL工TLVTPSWAAYKLQERYSWSQLDFAFPNTRLKDQALASGDYI

61' YKNNYPSD工DQWHDK工FVTMLRY-NGVPSSLNVISKKVG-DGGPLLQPYPDWSFAKYDDC
セ** * '* *オ* . * オIr * ***余命

55" PQNALPVGVEHFGNRLFVTVPRWRDGIPATLTY工NMDRSLTGSPELIPYPDWRSNTAGDC

119' -SGIVSASKLAIDKCDRLWVLDSGLV---NNTQPMCSPKLLTFDLTTSQLLKQVE工PHDV
. 唱， .*オ...旨イ，倹 * *‘*.  .含喰唱障会

115" ANS工TTAYR工KVDECGRLWVLDTGTVGIGNTTTNPCPYAVNVF・DLTTDTR工RRYELP-GV

175' AVNATTGKGRLSSL且VQSLDCNTNSDTMVY工ADEKGEGL工VYE悶SDDSFHRLTSNTFDY
* * * * *会合.育会合、合合 合

174" DTNPNTF工且N工-AVD工GK-NC---DDAYAYFADELGYGL工AYSWELNKSWRFSAHSYFFP

234' DPKFTKMT工DGESYT-AQDG工SGMALSP凹ー TNNLYYSPVASTSLYYVNTEQFRTSDY 
ヨt合 切， 会*台唱陸宮4即* * *合会"

229" DPLRGDFNVλGINFQWGEEG工FGMSLSPIRSDGYRTLYFSPL且SHRQFAVSTR工LRDETR

289' QQNDIH-YEGVQN工ーLDTQSSAKVVSKSGVLFFGLVGDSALGCWNEHRTLERHN工RTVAQ

* * . 
289" TEDSYHDFVALDERGPNSHTTSRVMSDDG工ELFNLIDQNAVGCWHSSMPYSPQFHGIVDR

347' SDETLQM工ASMK工KEALPHVPIFDRY工NREY工LVLSNKMQKMVNNDFNFDDVNFR工MNAN
合 * 合 会安

d色 合 . *合合、防*

349" DDVGLVFPADVK工DE--ーーーーー-NKNV-ーーーーI机lLSDRMPVFLLSDLDYSDTNFRIYTAP

407' VNELILNTRCENPDNDRTPFK工E工HL

396" LATL工ENTVCDLRNNAYGPPNTVSIPKQAVLPMGPPLYTKQYRPVLPQKPQTSVIASSPPP 

図8 セイヨウミツバチ 56kDaローヤルゼリー蛋白 とショウジョウバエの
yellow proteinの予想、アミノ酸配列の比較

上段にセイヨウミツバチ 56kDaローヤルゼリー蛋白を、下段にショウジヨウパエ
yellow protein を示す。相同性が最大になるように、ギャップを挿入した。共通す
るアミノ酸をアステリスクで示した。
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 

TCATATTλACGTAC主ACTATT.b..ATATATTCGACTTてアrAGTTGGTAGCATGMGGCAGTAATCGTA'!守管rTGCCTTATCGCA守TGTCCA'l'TG

M K A V 1 V F C L !1 A L S 1 V 

100 110 120 130 140 150 160 170 180 

TGGACGCAGCATGGAAGCCGCTCCC'l'GAAAACTTCAAGGAGGACT'J'GA'切CG'ITGTATCAGGTCTACCCGAGAI¥GCTTCλAGGATAGCAATG

DAAW}(PL  PENL J( I:: DLIV "i QVYP  RS  FKDSNG  

190 200 210 220 230 240 250 260 270 

GAGA'l'GGTATTGGTGATATCGAAGGTATTAAAGAAAAA喧力喝GATCA'I'TTTC'l'CGAAATGGGGGTCGACATGττ"1'TGGTTATCCCCTAT1''J'

DGIGDIEGIKEKLOHFLEMGVOMFWLSP 工 Y

280 290 300 310 320 330 340 350 360 

ATCCAAGCCcrATGGTCGATTT官官GTTACGACATTTCGAAT'J'ACACCGACGTTCATCCCATA-TTTGGCACCAやATCf¥GACTTAGATI¥ATC

PSPHVOPGYDISNYTDVHPIFG 'l' ISDLDNL  

370 380 390 400 410 420 430 ..0 450 

TAGTCλGTGCTGCACATGAGAAAGGATTGAAGATAATCTTGGATTTCGTCCCGAATCATACATCTGATCAACACGAATGG'M'CCAGTTGA. 

V S A A H E K G L K I r L D F V P N H T S 0 Q H E W F Q L S 

460 470 460 490 500 510 520 530 540 

G宮'TTGAAAAACλ.TTGλACCTTATAACAACTA中TACA宮1'TGGCATCCAGGAAAAATTGTAAATGGCAAACGTGTTCCACCAAC1'AATTGGC

LKNIEPYNNYYlv/HPGK 工 V N G K R V P P T N W V 

550 560 570 580 590 60口 610 620 630 

TAGGCGTG中TTGGTGGATCAGC'rTGGTCGTGGCGGGAAGAACGACAGGCATATTATCTC-CATCAATTTGCACCAGAACAACCAGA↑C;TM

G V F G G S A W S W R E E R Q A Y Y L H Q F A P E Q P 0 L N 

640 650 660 670 680 690 700 110 720 
A't'TAC'l'ATAATCCAGT'rGつrACTGGATGATATGCAAAATG'I1TC切CAGATTCTGGCT唱λGAAGGGGATTTGATGGTTTCAGAGTAGATGCTC

YYNPVVLODMQNVLRPNLRRGFDGFRVDAL  

730 740 750 760 170 780 790 800 810 

TGCCTTλCAT1マGCGAAGACATGCGA'古'TCTTAGACGAACCTCTλTCAGC:."TGAAT.CAAATGATCCCAATλAA.ACCGAGTACACTCTCAAGA

p y 1 C E D M R F L 0 E P L $ G E T N 0 P N K T E Y T L K 工

820 830 840 850 860 870 880 890 900 

TCTACACTCACGA.官'ATCCCλ，GAA1¥CCTACAATGTAGTTι:CCAJ¥A'l'lI'TAGAGATGTG'J'1I'AGACGAA'I守CCCGCAACCAAAACACATGCTTA

YTHDIPETYNVVRKFRDVLOEFPQPKHML 工

910 920 930 940 950 960 970 980 990 

TCGAGGCATACACGMT'rTATCGATGACGATCAAATATTACGAτ'TACGGAGCAGATTTTCCCTTCAATTTTGCATTCATCMGMT唱TTT

EλY  T N L S t1 T }OJ K '! Y 0 Y_ G A D F P F N F A F I K N V S 

1000 1010 1020 1030 1040 1050 ~060 1070 1080 

CTAGGGATTCAAAT1'CATCAGACTTCAλAAAATTGGTCGATAATTGGATGACGTACATGCCACCAAGTGGTA'l守CCTAACTGGGTGCCCG

R D S N S S D F K K L V 0 N W M T Y M P P S G 1 P N W V P G 

1.090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 

GAAATCACGATCAATTGAGλTTGGTGTCGAGA'l'TTGGAGAGGAGAλGGCCCGTAT'GATCACCACGATGTCGCTTTTGCTGCCAGGTGTTG 

NHDQLRLVSRPGEEKARMITTMSLLLPGVA  
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1180 1190 1-200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 

CCCTGAATTAC'fACGGTGATGlv¥ATTGGTATGTCGGATACTTλTATCTCGTGGGAGGATACGCAGGATCCGCAGGGλTGCGGCGCCGGTA 

VNYYGO E: IGMSO'rv 工 S W E 0 T Q 0 P Q C C G A G K 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 13.30 13:10 1350 

AAGAAAA.CT1¥.'l'CAAACGATGTCGAGl¥GATCCCGCGAGMCGCCJ、雪'TCCAATGGGACGACTCAG'T、TTCTGCTGGATTTTCCTCAACC'I'CTA

E N Y Q T M S R 0 P A R T P F Q W 0 0 S v S 11. G F S S S S N 

1360 1370 U80 1390 1400 1410 1420 1430 1440 

ATACC'T'GGCTTCGTGTCAACGAAAATTACAAGACTGTCA..l>.TCで'AGCTGCTGÂ λλG入AGCACMGAACTCGTTC'1
'
TCM'l'ATGTTCAAG，λ

T W L R V N E N Y K T V N L λ AEKKOKNSFFN 舗 F K K 

1450 1460 1470 1480 ム<90 1500 1510 1520 1530 

AATτ"l'GCGTCGCTGAAAAJ¥λTCGCCATACTTTAAAGAGGCCMTTl'TAAATACGAGGATGCTGAACGACAATGTTTTCGCJ¥TTCTCTAGGG 

FASLKKSPYFKE lI. NLNTRMLNDNVFAFSRE  

1540 1550 1560 1'>70 1580 1590 1600 1610 1620 

λAACCGAAGAヤAATGGATCTCTTTACGCAA'ItATTGAACTTCTCGAACGAGGλACAAATCGτ'GGATTTGAAAGCGT守CAATAACG官、:;CCGA

T E 0 N G S L Y. A I LN  F S N E E Q I V D L}{ A F N N V P K 

1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700 1710 

1IAAAAT'・GλATATGTTTTACAACAATTTTAACTCTGATATAAAGTCCATCTCCAAC..¥ATGAACAAGTAAAAGTTTC守GCTTTAGGAT中TT
KLNMFYNNFNsorKS 工 SNNEQV K VSALGFF

1720 1730 17<0 1750 1760 1770 1780 1790 1800 

TCATCTTAATTTCでCAAGATGCTAAAヤTTGGAAACTlJ'TTAATTTCTTCCTGAATATGTCTATTCTTTGA.AGCGGCGAAAGGAAACATATA

工 L I S 0 0 A K P G N F ・

1810 1820 1830 18<0 1850 1860 1870 1880 1690 

TCGTTAAMTCTCTCTA'守A守Tt¥TTATNI'l¥TATATATATGTATTAGCTAATAAATTTTAAATA'P'I'TTGλAACGT"AAAAJl..T..A.AAA.:T..A:.a.:.a.AlI.b.

1900 

AA 

図9 セイヨウミツバチ α-glucosidasecDNA (p70-11)の核酸配列と予想ア
ミノ酸配列

上段に核酸配列を、下段に予想アミノ酸配列を示す。決定した部分アミノ酸配列は
下線で示した。予怨糖鎖付加部位は、四角で=図った。終止コドンとpoliA付加シグ
ナルはそれぞれ、アステリスクと二重の下線で示した。
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Bee alpha-glucosidase 340: PNWVP印刷DQLRLVSRFGE白怯RMTTTMSLLLPGVAVNYYGDEIGM50TY工SWEDTQDPQ)99 
Drosophi1a ma1じasel 356:A.. .V... .TN.VλD. M. AH. VDLLNVIVNA ・.AS.T...E・..NV-ーー・ーー-VE-407 
Drosophild malヒtlse2 355:A.. .L... .NK，V.λ . . . VQRTDL. NILLQT. . . H・・T.N.ELL..T.VW..... .'I/， .N 41¥1 
Drosophila rnal巳aseJ 351:A...F・0・・S工G.. L.ADRIDACNM工1.G....S.T.Q.E.M. .T.V¥t'J..... .V... 410 
Mosquit.o maltase .348:5.. .L... .NN..G・L. .N.!DLYNIALQT. .DI. .T.. .E. ・L 白川 P.NE.V..A 407 

Bee ，upha-qlucosiaase 400 : GCGAGKENYQTMSRDPARTPFQ制DDSVSAGfSSSSN'f'WLRVNEl¥lYK'I'¥TNLA7i但町田町ISF459 
Orosophila malζasel 408:-，-T.-D-S-CED. .GE.. .M. .TAG問 D.• DGES. . . PLSPE. QRY . VQT. RGVSR. S 462 
prosophJLla ma1tase2415A NSPPD.YAR ejeS  Y A SK..TADH.PADDN ALDQLRAPR N 盆74

Drosoph主1a ma~ t:ase3 411:A.QSNEQEFERLT.. .V..... .S.E..N... .NA.V.. .P.AS.. .L. .VKK.RG工AL.H470 
Mosquito maltase 408:A.RSDEA5.SAY ・・....M.. .SG田辺 .KAAK.. .P.AD... .L.¥rK工QDRARK.H 467 

'" ..+ _ ... -~・ 、.

Bee alpha-glocosidase 460・FNMFKKFASLKKSPYPKEANLNTRMLNDNVFAFSRBTEDNGSLYA工LNFSNEEQIVDLKA519 
Drosophila maltasel 463 :L. 1. .GLQE. . S. SA. LAFKEDGGFSYEAωTEQVLQI lR'{VKQILF 

Drosophila maltase2 475:'LQ工 LXRVR.E.S.RQGE，.工QA工D.D工IY，. QVYQSLR5LSFDY 
Drosophユlamaltase3 471:L.VY.QLRA.ROE中L.QGDVSVTAIGP..L. .K. 
M.osquito maltase 468・LK工 L'I'KYR.R司ILT.GDIDt:KVSGE.LLVYl<. KVDKV. 'lVVVλGT.PV明LG.5S 527 

Bee alpha-glucosidase 520: FNNVPKKL..'lMPYNNFNSDIKS工SNNEQVKVSALGFFIL工SQD担ザGNF
Drosophila maltasel 
Drosophila maltase2 
Drosophila maltase3 

Mosquiヒ。 malヒase 528: LFORADQRMQVWSS. RVSTPDNVWVD， DNYV . IGESG. VLQ'lLW. KNPIVS 

図10 セイヨウミツバチ α-glucosidaseとショウジヨウパヱと蚊の possible
maltase gene productの予想アミノ酸配列の比較

相同性が最大になるように、ギャ ップを挿入した。セイヨ ウミツバチα-
glucosidas巴と共通するアミノ殺をド ットで示した。4者で共通するアミノ酸は配列
の下にアステリスクで示した。
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10 20 30 40 50 60 

CCGCGATCGTGTTATTGTTGGCACTGCTCACGTTGGCAGCGGGTGAAATTGCTCACAATG 

AIVLLL 且 L L T L A A G E 工 A H N D 

70 80 90 100 110 120 
ACCCACATTTTGCTCCTGGCCACGACGCTATCGTCCATCTCTTCGAATGGAA且TGGAACG

P H F A P G H D A I V H L F E W K W N D 

130 140 150 160 170 180 
ACATTGCGAAAGλGTGCGAACAATTCCTTGGACCTGつQAGGCTTTGGTGGAGTTCAGGTAT

工 A K E C E Q F L G P V G F G G V Q V S 

190 200 210 220 230 240 
CACCGGTACAAGAGAACATAGTGATCG且CAAGAGGCCATGGTGGGAACGTTATCA且CCGA

P V Q E N I V 工 D K R P W W E R Y Q P 工

250 260 270 280 290 300 
TTTCCTACAAATGGATCACGCGGTCGGGCACGCGAGAACAATTCATCGATATGGTGGCGA 

S Y K W 工 T R S G T R E Q F I D M V A R 

310 320 330 340 350 360 
G且TGCAACAAAGCGGGTGTACGGATCTACGTGGACGTTATAATGAACCATATGTCCGGTG

C N K A G V R r Y V D V 工 M N H M S G D 

370 380 390 400 410 420 
ATCGGAACGACGCGCACGGTACAGGCAACTCG且GGGCGAACACGTACAATTTCGACTATC

R N D A H G T G N S R A N T Y N F D Y P 

430 440 450 460 470 480 
CGCAAGTGCCCTACACCGTCAAAAATTTCCACCCTCGTTGCGCGGTGAACAATTACAACG 

Q V P Y T V K N F H P R C A V N N Y N D 

490 500 510 520 530 540 
ACCCGTCAAACGTAAGGAACTGCGAGCTGGTCGGTCTCCACGACTTGGATCAGAGCCAAG 

P S N V R N C E L V G L H D L D Q S Q E 

550 560 570 580 590 600 
AGTACGTCAGGTCGAAGCTTGTTGACTTCCTCAACGATCTGGTCACCGTTGGTGTTGCCG 

Y V R S K L V D F L N D L V T V G V A G 

610 620 630 640 650 660 
GTTTCCGAGTGGATGCTGCG且AACACATGTGGCCGAGCGATTTGAGAACGATTTACTCGA

F R V D A A K H M W P S D L R T 工 Y S R 

670 680 690 700 710 720 
G且GTGAGGAATCTGAACAGGACGCACGGTTTCCCTAACGATGCACGGCCATACATATTCC

V R N L N R T H G F P N D A R P Y 工 F Q 

730 740 750 760 770 780 
AAGAGGTGATCGATTACGGGAACGAGGCTATCTCGAAACGGGAGTACAACGGAATGGCGG 

E V 工 D Y G N E A 工 S K R E Y N G M A A 

790 800 810 820 830 840 
CGGTGATCGAGTTCAAATATTCATATGAAATTTCCAATGCGTTTCGGGGGAACAATAATC 

V 工 E F K Y S Y E 工 S N A F R G N N N L 

850 860 870 880 890 900 
TGAAATGGTTGGTAAATTGGGG且GAGCAATGGGGTTTCCTACCCTCGAAGGATTCTCTCG

K W L V N W G E Q W G F L P S K D S L V 
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9工O 920 930 940 950 960 
TTTTCGTCGACAATCACGACACGCACGCGACAATCCTCAA且TACTCACTTACA且ATACTC

F V D N H D T H A T 1 L K Y S L T N T P 

970 980 990 1000 1010 1020 
CAAACGGTACAAGATGGTGTCGCATTCATGCTGTCCCATCCATTCGGCACCCCACG且AT1¥

N G T R W C R 工 H A V P S 工 R H P T 四回

1030 1040 1050 1060 1070 1080 
ATGAGCTCCTTCGACTTCCAAAGCAAGGATCAAGGCCGCCTAATGCCGGCAATGGCAAC1¥ 

E L L R L P K Q G S R P P N A G N G N 工

1090 1100 1110 1120 1130 1140 
TTCTGTCGCCTTCGAて~CCACGACAACATTTGCAGCAACGGATGGATCTGT沼AACACCGTT
L S P S 工 H D N 工 C S N G W 工 C E H R W 

1150 1160 1ユ70 1180 1190 1200 
GGAGGCAAATCTACAACATGGTTCGTTTCCGCAATTTGGTCAAAGGAACG且AGATCGATA

RQI  YNMVRFRN  LVKGTKI  DN  

1210 1220 1230 1240 1250 1260 
ATTGGTGGGATAACGGAAGCA且TCAAATCGCATTCAGTCGGGGATGTTCCGGATTTGTCG

W W D N G S N Q 工 A F S R G C S G F V A 

1270 1280 1290 1300 工310 1320 
CGTTCAACGGTGATCAATACGATCTCAAGAAAAATCTGAAAGTCTGTCTACCTCCTGGCC 

F N G D Q Y D L K K N u K V C L P P G Q 

1330 1340 1350 1360 1370 13自O
AATAT守GCGACGTGATTTCTGGTAATTTGGAG且AGGGACGλTGCACTGGCAAGATTGTCA

YCDVISGNLEKGRCTGK 工 V T 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 
CTGTGGGATCGGATGGAAATGCTAATATAGAGATCGGCGC1¥GGAGAAGAGGATGG1¥GTTC 

V G S D G N A N 工 E 1 G 1¥ G E E D G V L 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 
TCGCCATTCACGTTAAGGCTAAAATGGCGTAAAGAAATCATAAGCATCAGCAGAGATTGC 

且工 H V K A K M A 

1510 1520 工530 1540 1550 1560 
GATTGAACGAAATGAGAGGTTCTTAAAATTCATCTTACGACGAAAAAAGGTTGTATTTAA 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 
TTCTTCGTAGAGCAAATAATTATTAAAATATGT 

1630 1640 1650 

図11 セイヨウミツバチ amylasecDNA (p56-4)の核酸配列と予想アミノ酸
配列

上段に核酸配列を、下段に予想アミノ酸配列を示す。予想糖鎖付加部位は、四角で
闘った。終止コドンと poliA付加シグナルはそれぞれ、アステリスクと二重の下線
で示した。
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[56.2% / 486 aa] 

l' A工VLLLALLTLAAGE工AHNDPHFAPGHDAIVHLFEWKWNDIAKECEQFLGPVGFGGVQV
***  11: * *・ * ，陵台****.，*喫. *余命 ***i陵台 明、**

1" MFLAKSIVCLALLAVANAQFDTNYASGRSGMVHLFEWKWDDlAAECENFLGPNGYAGVQV 

60' SPVQENIVIDKRPWWERYQP工SYKWITRSGTREQF工DMVARCNKAGVR工YVDVIMNHMSG
官官* .脅 唱を 骨 合会**合**台、館、-*** 合*会* 舎を会

. 胃..官 鴨宮合 唱Ir:ll: :11: *会 禽合合**合唱‘ 貴婦』合

61" SPVNENAVKDSRPWWERYQP工SYKLETRSGNEEQFASI1VKRCNAVGVRTYVDVVFNHMAA

120' DRNDAHGTGNSRANTYNFDYPQVPYTVK即日PRCAVNNYNDPSNVRNCELVGLHDLDQSQ
前 官官*可能* 脅* '*** 会合企* 会 合会合 昏る

一 . . . ._o flftft . ~ . ~ ~~ ~ ~ ww_ 11:司階、台*合合唱'** 台合 * 
121“D-GGTYGTGGSTASPSSKSYPGVPYSSLDFNPTCA工SNYNDANEVRNCELVGLRDLNQGN

180' EYヘIRSKLVDFLNDLVTVGVAGFRVD色A悶1MWPSDLRT工YSRVRNLNRTHGPPNDARPY工F
合'. * 食 会食. . "* . . • *合*.***合唱ゐ...合会'1¥'*.**合* * .:11: *脅 .合 .* *'* 

180" SYVQDKVVEFLDHLIDLGVAGFRVDAAKHMWPADLAVIYGRLKNLNTDHGFASGSKAYIV 

240' QEV工DYGNEA工SKREYNGMAAV工EFKYSYE工SNAFRGNNNLKWLVNWGEQWGFLPSKDSL
含官***合****台**.*. . *"ー会合 、・.会**...*..* .***会 .合 合 ..  

240" QEVIDMGGEAlSKSEYTGLGAITEFRHSDS工GKVFRGKDQLQYLTNWGTAWGPAASDRSL

300' VFVDNHD---THAT工LKYSLT-NTPNGTRWCR工貼VP-SI即 T問 ELLRLPKQGSRPPN
含 lt***** 合 金金. ム

方陀 ** 
300" VFVDNHDNQRGHG且GGADVLTYKVPKQYKMASAFMLAHPFGTPRVMSSFSFTDTDQGPPT

355' AGNGN工LSPSIH-DN工CSNGWICEHR~IRQ工YNMVRFRNLVKGTK工DNWWDNGSNQ工AFSR
ー除、 台* ，険 金 会主**官官寝食司陵台令* *** "" * 会合金*禽合合*** *安全

360" TDGHN工ASP工FNSDNSCSGGWVCEHRWRQ工YNMVAFRNTVGSDE工QNWWDNGSNQISFSR

414' GCSGFVAFNGDQYDLKKNLKVCLPPGQYCDV工SGNLEKGRCTGKIVTVGSDGNANIE工GA
宮御 安*****合脅会 合 会 合 会 .会会.................. 

R 官 官，.. *";0;，*"，"**  割量**安 司1:****合* * • 宵合
420" GSRGFV瓦FNNDNYDL目SSLQTGLPAGTYCDVISGSKSGSSCT也KTVTVGSDGRASIN工GS

474' GEEDGVLA工HVKAKMARNHKHQQRLRLNEMRGS
可金 *合***合.合 会官

480" SEDDGVLAIHVNAKL 

図12 セイヨウミツバチ amylaseとショウジヨウパエの amylaseprcursor 
gene productの予想アミノ酸配列の比較

上段にセイヨウミツバチ amylaseを、下段にショウジヨウパエ amylaseprcursor 
gene productを示す。キ日向性が最大になるように、ギャップを挿入した。共通する
アミ ノ酸をアステリスクで示した。
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10 20 ]0 40 50 60 
ACGAGCCGCCGTGCCCGGTTTTCATTCTCTGAGCGTAACTCGACATGGCGATCTTAAACT 

MAILN5  

70 80 90 100 110 120 
CGA!哩GTACAAC且ACGTATCCCCGCTGCAGTGCACGTCGCCGTTCCTTGGCGGGCCGCAGC

M Y N 目 v S P L Q C T 5 P F L G G P Q L 

130 140 150 160 170 180 
TGACCGACGTGTGCTCGGCGAGCAACGGCGAGCTGTTCCTCGCCCTCCTCAACTTCTTCG 

T D V C S A 5 N G E L F L A L L N F F V 

190 200 210 220 230 240 
TTGCCACGAGCCCGGTGATCGGCGAGCCGTGCCAGCGCGTCCACTCCTCGAGGATACCCG 

A T S P V 工 G E P C Q R V A S 5 R 工 P D 

250 260 270 280 290 300 
且CCTCAGCTACGACTTCATCGTGGTCGGCGGCGGAGCCGCGGGGGCAGTGGTCGCTGGAA

L S Y D F 工 V V G G G A A G A V V A G R 

310 320 330 340 350 360 
GGCTG且GCGAGGTTTCGAATTGGAAGGTTCTGCTTCTGGAGGCAGGCCCGGACGAGCCGG

L S E V S N W K V L L L E A G P D E P A 

370 380 390 400 410 420 
CCGGCGCCG且GATACCTAGCAACCTTCAGCTTTATCTAGGCGGGGATCTGGACTGGAAGT

G A E I P 5 N L Q L Y L G G D L D W K Y 

430 440 450 460 470 480 
ATTACACTACGAACGAGTCGCACGCCTGCCTAAGCACTGGCGGCAGTTGCTACTGGCCTC 

Y T T N E S H A C L 5 T G G S C Y W P R 

490 500 510 520 530 540 
GAGGCAAGAATCTCGGGGGAACGACCCTTCACCACGGCATGGCGTACCACCGTGGCCATC 

G K N L G G T T L H H G M A Y H R G H R 

550 560 570 580 590 600 
GCAAGGATTACGAGAGATGGGTCCAGCAGGGCGCCTTTGGCTGGAGCTGGGACGAGGTTA 

K D Y E R W V Q Q G A F G W S W D E V M 

610 620 630 640 650 660 
TGCCGTATTACCTGAAATCGGAGAACAACACCGAGCTGAGCAGAGTCGGGACAAAGTACC 

PYYLK5ENNTELSRVGTKYH  

670 680 690 700 710 720 
ATCGAAGCGGTGGACTGATGAACGTGGAAAGGTTCCCATACCAGCCACCTTTCGCTTGGA 

R S G G L M N V E R F P Y Q P P F A W K 

730 740 750 760 770 780 
AGATCCTGAAAGCGGCGGAGG且GGCGGGTTTCGGCGTTTCGGAGGACTTGTCGGGGGATC

1 L K 且 A E E A G F G V S E D L S G D R 

790 800 810 820 830 840 
GGATAAACGGTTTCACGGTGGCGCAGACGATAAGCAGGAACGGCGTGCGTTTGAGCAGCG 

工珂 G F T V A Q T 工 S R N G V R L S S A 

850 860 870 880 890 900 
CGAGAGCGTTCATCACGCCGTTCGAGAACCGAAGTAACCTCCACGTGATAGTGAACGCGA 

R A F 工 T P F E N R S N L H V 工 V N A T 
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910 920 930 940 950 960 
CCGTGACGAAAGTGAGAACGTTGAACAAGAGGGCGACGGGCGTGAACGTGTTGATCAACG 

V T K V R T L N K R A T G V N V L 工 N G 

970 980 990 1000 1010 1020 
GGAGGAAGAGGATCATATTCGCGAGACGGGAGGTGATCCTGTCCGCAGGCTCGGTG且ACA

R K R 工工 F 且 R R E V 工 L S A G S V N T 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 
CTCCTCAACTGCTCATGTTGTCGGGCATAGGGCCGAAGGAACACCTTCGATCCCTGGGAA 

PQLLMLSGIGPKEHLRSLG 工

1090 1100 1110 1120 1130 1140 
TCCCGGTGGTGGTTGATCTGCCTGGAGTTGGCGAGAACCTTCACAATCACCAATCGTTCG 

PVVVDL  PGVG  ENLHNHQS  FG  

1150 1160 1170 1180 1190 1200 
GCATGGATTTCTCGTTGAACGAGGACTTTT且CCCGACCTTCAACCAGACCAACGTCGACC

M D F S L N E D F Y P T F N Q T N V D Q 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 
AGTACCTGTACAATCλGACGGGCCCTCTATCCAGCACCGGGTTGGCTCAGGTGACCGGTA 

Y L Y N Q T G P L S S T G L A Q V T G 工

1270 1280 1290 1300 1310 1320 
TATGGCACTCGAATCTCACCACCCCCGACGACCCCGACATACAGATATTCTTCGCCGGTT 

W H S N L T T P D D P D 工 Q 1 F F A G Y 

1330 1340 1350 1360 1370 工380
ACCAGGCAATTTGCAAGCCAAAATTGAAGATCGCAGATCTATCGGCCCACGACAAACAGG 

Q A 工 CKPKLKIADLSAHDKQA

1390 1400 1410 1420 1430 1440 
CGGTGAGAATGTCCGCGTTGAACGTTCAGCCGACGAGCAAAGGTCGCATCACGTTGAACA 

V R M S A L N V Q P T S K G R 1 T L N S 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 
GCAAAGACCCCCTCGACCCGCCCGTCATCTGGAGCAACGATCTGGCCACCGAGCACGACC 

K D P L D P P V 工 W S N D L A T E H D R 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 
GCAGCGTCATGATACAGGCGATCCG且GTCGTGCAAAAATTGGTGAACACTACCGTCATGA

S V M 1 Q A 工 R V V Q K L V N T T V M R 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 
GGGATCTGGGGGTCGAGTTTCAAAAGATCGAACTGAAGCAATGCGぬCGAGTTCGTCGAGG

D L G V E F Q K 工 ELKQCDEFVED

1630 1640 1650 1660 1670 1680 
且CAGCGACGATTACTGGAACT唱CGTGATACAGTACAACACGAGGGCGGAAAATCATCAGA

SDDYvJNCV 工 Q Y N T R A E N H Q T 

1690 1700 ユ710 1720 1730 1740 
CCGGCACGGCGAAGATGGGACCCAGTTACGATCCT且TGGCGGTCGTCTCTCCCCGGCTCA

GTAKMGPSYDPMAVVSPRLK  

1750 エ760 1770 1780 1790 1800 
AGGTGCACGGCATCAGGGGACTGλGAGTGGCAGACGCCTCCGTTCAGCCGCAGGTGATCT 

V H G 工 R G L R V A D A S V Q P Q V 1 S 
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1810 1820 1自30 1840 ユ850 工860
CGGGTAATCCTGTCGCCTCTGTCAAT且TGGTCGGCGAGAGGGCTGCAGACTTTATCAAGG

G N P V A S V N M V G E R A A D F r K E 

1870 1880 ユ890 1900 1910 1920 
AGGATTGGGGAGAATTACTTCAATTACTGTAATCATTTGTTGGAGTTAACTGTACTCGTG 

D W G E L L Q L L 脅

1930 1940 1950 1960 1970 
TTTTAAAGCT且CGTATATATATATAATTATTCTGAAAAAAAAAAAAAAAA

図13 セイヨウミツバチ glucoseoxidase cDNA (p61)の核酸配列と予想ア
ミノ酸配列

上段に核酸配列を、下段に予想アミノ酸配列を示す。予想糖鎖付加古1I位は、四角で
図った。終止コドンとpoliA付加シグナルはそれぞれ、アステリスクと二重の下線
で示した。
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[44.1も I610 aa] 

l' MAl山市SMYNNVSPLQCTSPPLGGPQLTDVCSASNGELFLALLNFFVATSPV工GEPCQRVH
守 合、Ir * *- r "'"脅合会**脅

1" MSASASACDCLVGVPTGPTLASTCGGSAFMLF凹GLLEVF工RSQCDLEDPCGRAS

61'ト SR工PDLSYDFIVVGGGAAGAVVAGRLSEVSNWKVLLLEAGPDEPAGAEIPSNLQLYL
可. . * 守、骨，色合* 可時台*台育 合合会 合.女合会 禽.合合. *合唱k ・会合 、~ 10; **骨

55" SRFRSEPDYEYDF工VIGGGSAGSVVASRLSEVPQWKVLL工EAGGDEPVGAQIPSMPLNFI

119' GGDLDWKYYTTNESHACLST-GGSCYWPRGKNLGGTTLHHGMAYHRGHRKDYERWVQQGA 
* * "'" * * 会 合企 4隆司除

-#1* '" *唱t * ** * '* 
115" GSD工DYRYNT.EPEPMACLSSMEQRCYWPRGKVLGGTSVLNGMMYVRGNREDYDDWAADGN

17日， FGWSWDEVl>IPYYLKSENNTELSRVGTKYHRSGGLMNVERFPYQPPFAWK工LKAAEEAGFG
会 合 *** * * *** ** 企** * 合唱陵喝. *命 **** ~陸* ** 

175" PGWAYNDVLPFFKKSEDNLDLDEVGTEYHAKGGLLPVGKFPYNPPLSYA工LKAGEELGFS

238・VSEDLSGDR工NGFTVAQTISRNGVRLSSARAF工TPPENRSNLHVTVN且TVTK--VRTLNK
告 *会 合・ . *宮町 ・'台 ***甲骨 脅.**合* 合 * *** 喝 * •• 古島

235" V-HDLNGQNSTGFM工AQMTARNGIRYSSARAFLRPARMRNNLHILLNTTATK工LIHPHTK

296' RATGVNVL工N-GRKR工工FARREVILSAGSVNTPQLLMLSG工GPKEHLRSLG工PVVVDLPG
会* . ..傘*~* ** "'" * *** *司h食、 食 曾寸陰*

294" NVLGVEVSDQFGSTRK工LVKKEVVLSAGAVNSPHILLLSGVGPKDELQQVNVRTVHNLPG

355' VGENLHNHQSFGMDFSLNEDPYPTFNQTNVDQY工，YNQTGPLSSTGLAQVTG工WHSNLT-T
官官・..合** * . -_.. ** * ""・. ** 

354" VGKNLHNHVTYFTNPPIDDADTAPLNWATAMEYLLFRDGLMSGTG工SDVTAKLATRYADS

414-' PDDPDIQ工FF且.GYQA工CKPKLKIADLSAHDKQAVRMSALNVQPTSKGR工TLNSKDPLDPP
合 台. * *合唱階、. * * 

'守 合*合唱島宅配*合** ** 
414" PERPDLQLYFGGYLASCARてPGQVGELLSNNSRS工QIFPAVLNPRSRGP工GLRSADPLEPP

474.' VIWSNDL且TEHDRSVMIQA工RVVQKLVNTTVMRDLGVEFQKIELKQCDEFVEDSDDYWNC
司k 合* . * * * *脅* * ー・ e

474" R工VANYLTHERDVKTLVEG工KFV工RLSQTTPLKQYGMRLDK~八I】<GCEAHAFGSDAYWEC

534' VIQYNTRAENHQTGTAKMGPSYDPMAVVSPRLKVHG工RGLRVADASVQPQV工SGNPV且SV
安定***1<..._ **合脅* ******一 台 ***lr合**合安、合* * *合*合 会

534" AV買QNTGPENRQAGSCKl>IGPSHDPMAVVNHELRVHGIRGLRVMDTS工MPKVSSGNTHAPA

594・NMVGERAADF工KEDWGELLQLL
*喧. * *唱.*

594" VMIAEKGAYLLKRAWGAKV 

図14 セイヨウミツバチ glucoseoxidaseとショウ ジョ ウパエの glucose
dehydrogenase prcursor gene productの予想アミノ酸配列の比較
上段にセイヨウミツバチ glucoseoxidaseを、下段にショウジョウパエ glucose
dehydrogenase prcursor gene productを示す。 中日向性が最大になるように
ギャップを挿入した。共通するアミノ酸をアステリスクで示した。
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[24.0も/579 aa] 

1・MA主LNSMYNNVSPLQCTSPFLGGPQLTDVCSASNGELFLALLNFFV.且TSPV工GEPCQRVH

1" MQTLLVSSLWSLAAALPFfY工RSNGlEASLLTD

61' SSR工PDLSYDF工WGGGAAGAWAGRLSEVSNWKVLLLEAGPDEPAGAEIPSNLQLYLGG
司骨'色 合台骨 * ..寄金 、& 舎.司‘

向宵. 胃守'" "，.， '11" * 合 会合
34" PKDVSGRTVDYI工AGGGLTGLTTAARLTENPNI.SVLVIESGSYESDRGP工工EDLNAY-GD

工21' DLDWKYYTTNESH且CLSTGGSCYWPRGKNLGGTTLHHGMAYHRGHRKDYERWVQQ_GAFG

*合 ...ー'か司.島 * * * ，.. * 
93" 工FGSSVDHAYETVELATNNQTAL工RSGNGLGGSTLVNGGTWTRPHKAQVDSWETVFGNEG

工80' WSWDEVMPYYLKSE-ー司NNTELSRVGTKY----HRSGGL旺NVERFPYQPPF---AWKIL
を**.. *・*金. . 

宥・ .牟*

153“WNWDNVAAYSLQAERARAPNAKQ工AAGHYFNASCHGVNGTVRAGPRDTGDDYSP工VKALM

229・KAAEEAGFGVSEDLSGDRINGFTV-AQT工SRNGVRLSSARAFITPFENRSNLHV工VNATV
. * 合会 合

'ー ・* ... . * * *~ * 合合官増. . 

213" SAVEDRGVPTKKDFGCGDPHGVSMFPNTLHEDQVRSDAAREWLLPNYQRPNLQVLTGQYV 

288・TKV----RTLNKRATGVNVLIN-GRKR工工FARREV工LSAGSVNTPQLLMLSG工GPKEHLR
合会 ** ** 金~ * ** * **令金.. ** ** * * 

273" GKVLLSQNGTTPRAVGVEFGTHKGNTHNVYAKHEVLLAAGSAVSPT工LEYSGIGMKS工LE

343' SLG工PVWDLPGVGENLHNHQSFGMDFSLNEDFYPTFNQTNVDQY--LYNQTGPLSSTGL
食合合 ，佐官*** '*合 ** . 

333" PLGIDTVVDLP-VGLNLQDQT守ATVRSR工TSAGAGQGQAAWFATFNETFGDYSEKAHELL

401' AQVTGIWHSNLTTPDD----PD工QIFFAGYQA-ICKPKLKIADLSAHDKQAVRMSALNVQ
.・・...す.オ. . 

392" NTKLEQWAEEA VARGGFHNTTALL工QYENYRDW工VNHNVAYSELFLDTAGVASFDVWDLL

456' PTSKGRITLNSKDPLDPPVIWSND-LATEHDRSVMIQAIRWQKLVNTTVMRDLGVEFQK 
. . 合** .... ... . .‘ W 合. * 

452" PFTRGYVHILDKDPYLHHFAYDPQYFLNELDLLGQAAATQLARN工SNSGAMQTY---FAG

515' 工ELKQCDEFVEDSD-DYWNCVIQYNTRAENHQTGTAKMGPSYDP目AWSPRLKVHGIRGL

台‘ * * * * 当官* ** 合 唱・ ** *.. '*会
509" ET工PG-DNLAYDADLSAWTEY工PYHFRPNYHGVGTCSMMPK-EMGGVVDNAARVYGVQGL

574' RVADASVQPQV工SGNPVASVNMVGERAADFIKEDWGELLQLL
台育 * *長 * 合 * 合合

567" RV工DGS工PPTQMSSHVMTVFYAMALK工SDA工LEDYASMQ

図15 セイヨウミツバチ glucoseoxidaseと Aspergillusniger glucose 
oxidaseの予想アミノ酸配列の比較

上段にセイヨウミツバチ glucoseoxidaseを、下段にAspergillusniger glucose 
oxidase を示す。相同性が最大になるように、ギャップを挿入した。共通するアミ
ノ酸をアステリスクで示した。
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図16 働き蜂下咽頭腺のローヤルゼリー蛋白 mRNAのノザンプロット解析
内勤蜂および外勤隣の下日国頭腺の totalRNAを、それぞれ 1μgずつ用いた。それ
ぞれ、 (A) 64kDa蛋白、 (B) 56kDa蛋白、 (C) 50kDa蛋白、についての結果を
示す。
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図17 働き蜂下咽頭線の糖代謝酵素mRNAのノザンプロ ット解析
内勤蜂および‘外勤燥の下目因頭腺の totalRNAを、それぞれ 1μgずつ用いた。それ
ぞれ、 (A)α-glucosidase、 (B)姐 ylase、 (C) glucose oxidas色、についての
結果を示す。
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第 3章

下咽頭腺の機能転換における

遺伝子発現の細胞レベルでの
解析
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第 1節序

修士課程、また、第2章で述べた結果から、下咽頭腺は内製j隣か

ら外勤蜂への移行に伴って、器官の機能が変化することが明らかと

なった。このように組織の機能が転換する例は少なく、あまり解析

が進んでいないため、そのメカニズムの解明は大変興味深い問題で

ある。

本章では、内勤蜂、外勤瞬間で、発現の差が一番明瞭であった

64kDaローヤルゼリー蛋白とαーグルコシダーゼ、および両方に発

現が検出された56kDaローヤルゼリー蛋自について、それそやれ遺

伝子発現を指標とし、下l咽iiJlR患の機能転換の様式を細胞レベルで調

べた結果について述べる。

図18に下l困頭腺の組織染色像を示すが、下日因頭腺は約15個の分

泌細胞が集まってできた分泌腺(濃い紫に染まった核が、数個存在

している)が多数、ダクトにつながった構造をしており、分泌頼粒

が非常に発達している。

下H因頚腺の機能転換については、以下の2つのモデルが可能性と

して考えられる(図19)。

65 



--

モデル1;同ーの細胞が機能転換する、すなわち、 1つの細胞が2

つの機能を持ちうる。

モデル2;細胞ごとに機能が分担されており、異なる細胞が別々 の

蛋白を発現する。

下l咽頭腺の機能転換がもし、同ーの細胞で生じるのであれば、ロー

ヤルゼリー蛋白と α-glucosidaseのmRNAはそれぞれ、Jl;J勤蜂と外

勤蜂の全ての分泌腺細胞で検出され、全体にシグナルを与えると予

想される。一方、異なる細胞が別々の遺伝子を発現するのであれば、

ローヤルゼリー蛋白と α-glucosidaseのmRNAはまだらに検出され

ると期待される。

との点について調べる目的で、下l国頭腺で insitu hybridization 

法をおこなった結果は、分泌腺細胞全てで‘ローヤルゼリー蛋白遺

伝子、およびα-glucosidase遺伝子が発現しているととを示した。

この結果は、モデル lを支持するものであり、下咽頭腺では単一な

細胞レベルで機能転換が生じることが明らかになった (Ohashi，et 

αl. 1996 )。
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第 2節 下咽頭娘の器官全体における、ローヤルゼリー蛋白 、

およびα-gIucosidaseのmRNAの発現部位の解析

先に述べたように、下咽頭線の機能転換の際の、移行のメカニズ

ムを解析する目的で、最初に、下咽頭腺の器官全体でのローヤルゼ

1)-][白、およびαglucosidaseのmRNAの発現部位を調べた。

まず、 内勤蜂下咽頭腺で特集的に発現する64kDaローヤルゼリー

蛋白遺伝子、外勤峰下咽頭JJ泉で特異的lご発現する α-glucosidase遺

伝子について、whole-mountin siωhybridization法を用いて解

析をおとなった。

whole-mount in situ hybridization法は組織の形態が比較的よ

く維持されるという特徴を持つが、図20、図22に示すように、下

咽E耳目泉についても、分泌腺がブドウの房状に多数ダク トにつながり、

その分泌線は、内勤蜂 (A)では発達し、外勤!嫁 (B)では退縮し

た構造がよく保たれている。

とこでは、digoxigeninで標識された probeの検出系として、

NBTIBCIPによるアルカリフォスファターゼ依存の反応を用いて

いるため、 mRNAの発現部位は紫色の発色で示される。このとき、
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図201之示すように、内勤!降下H図頭腺における64kDaローヤルゼリー

蛋白遺伝子の発現は、 antisenseprobe依存に、 全ての分泌腺で検

出された。

先に示した下l咽頭線の組織染色像では、分泌頼粒の部分が白く抜

けているのに対し、今回のinsitu hybridization法の結果では、 一

面紫色!こ発色しているが、これは前者が切片像であるのに対し、後

者がwbole-mountなので何層もの細胞を含むことによる。

また、外勤蜂下咽頭腺について同様に、 α-glucosidase遺伝子の

発現部位を調べた結果では、 antisenseprobe依存にダクトにつな

がった分泌腺全てが紫色に発色し、 α-glucosidase mRNAは外勤

蜂の全ての分泌腺で発現しているととが明らかとなった。

(図22)

以上の結果は、個々の分泌腺のそれぞれが、内勤蜂ではローヤル

ゼリー蛋白、外勤蜂ではα-glucosidaseの遺伝子を発現することを

示している。

さて、第二章、第 6節で示したように、 56kDaローヤルゼリー蛋
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白遺伝子は内勤蜂だけではなく、外勤蜂でも遺伝子発現が生じる。

(ただし、外勤蜂では56kDaローヤルゼリー蛋自の発現は、イム

ノフロット解析では検出されない。)そこで、この特徴を生かし、

ローヤルゼリー蛋白と α-glucosidaseの遺伝子発現が本当に同ーの

分泌線で行われているかを確認するために、内勤燐、外勤燐のそれ

ぞれの下l組頭腺について56kDa蛋白遺伝子の発現部位を調べた。

とのとき下11悶頭腺は各個体ごとの一対のうちの一方を56kDa蛋白

遺伝子に、もう一方を、 α-glucosidase遺伝子(外勤!蜂の場合)ま

たは64kDa蛋白遺伝子(内勤蜂の場合)の検出用に用いた。

その結果、内勤燐、外動隊ともに56kDaローヤルゼリー蛋白遺

伝子は全ての分泌腺で検出された(図21、図23)。したがって、

外勤蜂では56kDaローヤルゼリー蛋白遺伝子およびα-glucosidase-

遺伝子が、下H因頭腺全体の分f必腺で発現していることが示された。

その結果から、これらの遺伝子発現は同ーの分泌燥で・行われている

と考えられる。
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第 3節 下咽頭腺の個々の細胞レベルでの、ローヤルゼリ ー

蛋白、およびα-glucosidaseのmRNAの発現の解析

以上の結果は、モデル1に示したように、同ーの細胞が、内勤燐

から外勤!燦への移行に伴い、遺伝子発現を転換し、機能転換を行う

という可能性を強く支持する。そこで次に、それぞれの分泌l擦を構

成する分泌細胞のレベルで whole-mountin situ hybridization法

により遺伝子発現を解析した。

今回は、アルカリフォスファターゼの基質として赤色の蛍光を発

する物質を検出に用いているため、 mRNAの発現部位は赤色の蛍

光で示される。分f必腺は、約15個ほと、の分泌腺細胞が球状に集まっ

て形成されており、図24，25には、 1個または2個の分泌股が示され

ている。

今回も先ほどと同様に、内勤峰下咽頭腺では、 64kDaと56kDa-

のローヤルゼリー蛋白遺伝子について、また、外l!U瓜車下咽頭腺で、は、

α-glucosidase遺伝子と56kDaローヤルゼリー蛋白遺伝子について

解析を行った。 DAPI染色の結果はそれぞれ、アンチセンスプロー

プを用いた図と同じサンプルについて、一つの分泌腺の中の個々の
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分泌細胞の位置を調べるために、行ったものである。

その結果、図24に示すように、内勤!蜂では分泌腺を精成する全

ての分泌細胞で64、56kDa蛋白遺伝子について、それぞれ特異的

蛍光が観察され、これら二つのローヤルゼリー蛋白遺伝子は下明頭

腺分泌細胞全てでt宣伝子の発現が生じていることがわかった。また、

外勤蜂下H図頭腺についても、同様に、 α-glucosidase 遺伝子と

56kDaローヤルゼリー蛋白遺伝子について解析を行った結果、分

泌腺全体でシグナルが検出され、分泌腺細胞全てで、乙れらの遺伝

子が発現していることが明らかとなった。(図25)従って、分泌

腺細胞レベルでも、先に示した組織レベルの給果と同様の結果が示

された。

さらに、個々の分I必腺を構成する細胞の数を、内勤蜂、外勤蜂に

ついてそれぞ、れ調べたととろ、 内勤燐では、 14.4:t2.3(n=50)外

勤蜂では、 14.3土2.3(n=50)と、ほぼ同数であった。また、どの

分泌腺細胞も、全て細胞質が非常に大きく、比較的均質であり、分

裂中の細胞、または、この先、分化して分泌細胞になる幹細胞のよ

うなものは観察されなかった。したがって、外勤蟻特異的な産物を
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合成する分泌腺細胞が、外勤峰への移行に伴い、未分化な細胞から

新たに生じる可能性は、下11悶頭線では低いと考えられる。

以上の結果をまとめると、内勤蜂から外勤娩への行動変化に伴い、

l個々の分泌腺細胞が、内勤蜂ではローヤルゼリー蛋白、外勤燐で

はα-glucosidaseの遺伝子を発現する。

2外勤燐下l咽頭l擦では、分泌腺細胞がα-glucosidase 遺伝子と

56kDaローヤルゼリー蛋白遺伝子を発現している。

3内勤蜂から外勤蜂への行動変化に伴う、下咽頭線細胞の新生は観

察されなかった。

1~3 の結果から、下咽頭腺では働き絡の行動変化にともない、

同ーの細胞がローヤルゼリー蛋白から α-glucosidaseへと遺伝子発

現を変化させることが示された。すなわち、下咽頭腺では単一な細

胞レベルで機能転換が起きるととが明らかになった。
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第 4節考察

本主主では、下JI図頭腺でinsitu hybridization法をおこない、ロー

ヤルゼリー蛋白遺伝子、およびαーグルコシダーゼ遺伝子の発現部

位が、全ての分泌腺細胞であることを明らかにした。このことから、

働き鋒の加齢にともなう分業の変化に従って、下咽頭腺の個々の細

胞が、遺伝子発現の様式を変化させ、細胞機能を転換させているこ

とが示された。すなわち、個々の分泌線細胞が機能転換することに

より、下咽頭線の機能が変化するととが明らかとなった。

下JI因頭腺においては、組織染色像にも示したとおり、全ての分泌

腺細胞が発達しており、途中で細胞が置き換わることなく、内勤騰

から外身j蜂の状態へと移行する。この結果は、ホルモンの刺激によ

り、新たな分泌腺細胞が細胞分裂により生じる乳腺とは対照的な結

果である。

動物細胞が機能転換する例としては、これまでによく研究がなさ

れているものとして、イモリのレンズの再生に代表されるように、

再生時の細胞の脱分化と再分化(Ito， Y. et al. 1986， Agata， K. et 
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αl. 1985，1993 )が挙げられる。しかし、こういった、細胞の脱分

化と再分化、または、分化転換と呼ばれる現象は、 一般には、 (失

われた組織の再構築、または、発生途中の現象であるため)細胞増

殖を伴う。さらに、その機能転換の様式は、細胞の脱分化の際に、

(JJlt分化という言葉のとおりに)いったんニュートラルな状態に戻

り、新たな機能を持った状態へと移行する、というものである。

一方、下咽頭腺は、細胞増殖をイ半わず、同ーの細胞が機能転換す

る点が、非常に特徴的である。このような例は、マウスの発生過程

において、食道の形成時に平滑筋細胞が骨格筋細胞へと分化転換

する例 (Patapoutian，A. etαl. 1995)や、腸の細胞がリ ンパ球に

ふれることにより機能伝換する (M cellへと)例 (Kerneis，S. et 

αl. 1997)が知られるのみである。しかしながら、転換前、転換後

ともに、器官レベルでの役割変化が明確であり、器官の機能転換が

生じたといえるのは下l咽頭腺細胞のみである。

さて、とういった同ーの細胞の機能転換、といった現象が生じる

背景には、下!咽頭線の場合のみならず、上にあげた、食道や、腸の

細胞の例でもあてはまると考えられるが、おそらく、形態形成がほ
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ぼ完了してしまった際、またはその後に、細胞の性質の転換が必要

となる何らかの事象があるためなのであろうと考えられる。

下l困頭腺の場合には、この機能転換が生じるのは、第 1章でも述

べたとおり、形態形成が全て終了してしまった成虫においてである。

働き始成虫は、内勤鋭から外勤蜂への移行に伴い、内容の異なる作

業を行う。したがって、それぞれの分業に対応するために、新たな

器官の新生を伴うことなしに(実際には新たな細胞の新生さえも伴

わずに)、下咽耳目腺において細胞の機能のみを転換させねばならな

かったのであろう。

さいごに、とのような形式の機能転換は、分業の変化にともなっ

て、 f動き峰の他の様々な器官でも生じうる可能性があることを述べ

たい。その一例として、ここでは偽女王蜂の大服、腺による女王物質

の合成を挙げる。女王物質とは、女王蜂が大腿腺で合成し分泌する

物質で、 1動き蛾の卵巣の発達を抑える作用を持ち、いわばコロニー

を秩序建てたものにする働きがある。働き蜂の通常の分業とは異な

るが、コロニーから女王燐を除くと、働き蜂のあるものが産卵を始

め、ごくまれに、その中から、あたかも女王蜂のようにふるまう個
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イ本が現れる(Moritz et al. 1996， Plettner et al. 1993)。実際に、と

の個体は女王物質を分泌する。このとき、間違いなく、通常ならば

ローヤルゼリー中の油状の成分を作っている大限腺細胞は、女王物

質を合成するように機能が転換していると考えられる。実際に、侮ij

き勝の大腿腺でも、女王!憾に移植することにより女王物質が合成さ

れるようになることが示されている。 CSasaki，M. etαl. 1989) 

以上、下!咽頭腺細胞からの解析結果に基づ、き、細胞自体の機能転

換について述べたが、こういった現象にどの程度の普遍性があるの

か、また、どのような細胞内のメカニズムが働いているのかが興味

深い問題である。
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第 3章

図表
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図18 働き蜂下咽頭腺の組織染色像

働き蜂下I閣議腺をパラフィン包埋後、ヘマトキシリンーエオシン二重染色法
により染色した。
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図19 下咽頭線の機能転換の模式図
下H国頭線のlつの分?必線、すなわち、ブドウの房状の組織の lつに対応する

部分の構造を模式的に示した。下咽頭線の機能転換がもし、同ーの細胞で生
じるのであれば、ローヤルゼリー蛋白とα-glucosidaseのmRNAはそれぞ、れ、
内勤蜂と外勤蜂の全ての分泌腺細胞で検出されると期待される。一方、異な

る細胞が別々の遺伝子を発現するのであれば、ローヤルゼリー蛋白と α-
glucosidaseのmRNAはまだ、らに検出されると期待される。
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図20 内勤蛾下目困頭腺における64kDaローヤルゼリー蛋白mRNAのin
situ hybridization 
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図21 内勤蜂下咽頭腺における56kDaローヤルゼリー蛋白mRNAのin
situ hybridization 
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図22 外勤蜂下咽頭腺における α-glucosidasemRNAの in situ 
hybridization 
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図23 外勤蜂下咽頭線における56kDaローヤルゼリー蛋白mRNAの in
sιtu hybridization 
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図24 内勤蜂下咽頭腺分泌細胞におけるローヤルゼリー蛋白mRNAの
in situ hybridization 



図25 外勤峰下咽頭腺分泌細胞における α-glucosidase mRNA と
56kDaローヤルゼリー蛋白mRNAのinsitu hybridization 
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第 4章

コロニーの状況に依存した
下咽頭腺細胞の機能転換

の可塑性
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第 1節序

第 3'.1言までに、内毅!焼から外勤蜂への、加齢にともなう行動変化

において、下1咽頭腺では、分泌腺細胞自体が機能転換することを明

らかにした。

との下l咽頚腺の機能転換においてとりわけ特徴的であり、生物学

的に興味深いと考えられるのが、この細胞の機能転換が、単に加齢

によりプログラムされたものではなく、行動に依存するものかもし

れないという点である。

しかしながら、通常の条件では働き蟻の行動変化は羽化後の臼齢

に伴って約10-20日後に起きる CLindauer1952， Sakagami 1953-

)ため、下H国頭腺細胞の機能転換が、働き鯵の行動の変化に伴って

生じるのか、それとも、単に日齢の進行によって生じるのかについ

ては、これまで明らかではなかった。そこで、本章では、との点を

検討する目的で、日齢の進んだ働き勝と、雄自偽り虫からなるコロニー

を人為的に作製し、通常なら外製J蜂となるはずの日齢の働き障に育

児を強制した場合の下咽頭線の状態を調べたことについて述べる。

仮に下日間頭目泉の機能転換が行動変化に伴って生じるなら、たとえ
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普段なら外勤!蜂になるはずの20日齢以上の働き蜂に育児をさせた

場合でも、幼虫を育てるためにローヤルゼリー蛋白を産生すると予

怨される。しかし、単に日齢の進行に伴って下1咽頭腺の機能が変化

するのであれば、α-gIucosidaseを産生するようになると予想され

る。そこで、上記のコロニーから経時的に採集した働き燐の下咽頭

腺の蛋自発現のパターンをSDS-PAGEおよび、 50kDa蛋白と α，

gI ucosidaselこ対する抗体を用いたイムノプロット解析により調べ

た。

その結果、これら日齢の進んだ働き蜂でも内勤蜂に特有な蛋自発

現パターンが観察されること、内勤騰の発現パターンを示す働き!燦

の割合は、日齢の進んだ働き蜂からなる群でも通常群と同じく全体

の8-9割に維持されるととが分かった。このことは、若い働き蜂が

存在しない状況では、日齢が進んだ働き蜂の下咽頭線が、雄燐幼虫

を育てるために内勤路型に維持されるととを示している。以上から、

下咽頭腺細胞の機能の変化が、単に日齢によるのではなく、働き蜂

の行動に依存することが、本研究により初めて明らかとなった。
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第2節 目齢の進んだ働き蜂と雄蜂幼虫からなるコロニーの

作製とその観察

下H因頭腺の機能変化が日齢の進行によるのか、加齢!こ伴うのかを

調べる目的で、日歯告が進行した働き蜂と雄蜂幼虫からなるコロニー

を作製した(図26)。まず、この節ではそのコロニーの観察結果

について述べる。

まず、数万匹ほどからなる通常のコロニーから女王蜂を除いた。

コロニー内には、このとき、 1∞~2∞匹くらいの卵、幼虫、さな

ぎが観察された。女王蜂を除いたので、これ以後、コロニー内での

産卵はなくなり、新たに生じる働き蜂は、巣の中にいた卵、幼虫、

さなぎからのみとなる。

通常の場合には、ミツバチは、女王蜂が失われた場合には、働き

!蜂の巣を改造して女王燐育成用の巣(変成王台とよばれる)に改造

し、中にいる働き蜂の卵または若い幼虫に大量のローヤルゼリーを

与え、女王蜂を作り出す。このコロニーにおいても、変成王台が観

察されたので、実験の目的上、これを取り除いた。

その後、巣の中に残っていた卵、幼虫、さなぎは次第に成長し、
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最後には、全てが羽化し働き蜂となった。実際には成虫の羽化を、

各個体全てについて観察する事は困難であったので、巣の中のさな

ぎの数を数え、さなぎが観察されなくなった日を、このコロニーの

中の最後の働き蜂が羽化した日と便宜的に決めた。このさなぎが観

察されなくなった日をdayOと名付け、以後、この実験における日

付をdayで表すこととした。 dayO以降は、新しい働き蜂が供給され

ないので、コロニーに残った働き蜂の日齢は進む一方となり、その

日齢はdayで示される数字よりも大きくなる。

。'Yえば、最後の腕が羽化してから28日目、 day28では、最も若い
働き蜂でも28日齢となるので、このコロニーには十分に日紛の進

んだ働き蜂ばかりからなることになる。

さて、女王勝を巣から取り除いてしまったために、 1動き峰の卵巣

の発達を抑えていた女王物質が巣内で不足する。このとき、一部の

働き燐の卵巣が発達し、産卵を開始することが知られている(坂上、

1983)。しかし、働き蜂は交尾は出来ないので、産んだ卵は全て

未受精卵となり、ミツバチでは、ハプロイドである雄が生じる。

day28には、実際にこのコロニーでも、多数の卵、幼虫、さなぎ

90 



が観察された。さなぎを10匹ほど取り出してその形態を観察した

ところ、全て雄郊であった。また、働き蜂産卵の特徴である、乱雑

な産卵(一つの巣室に複数の卵が産みつけられる、卵の位置が巣室

の中で一定ではない)が観祭された。このことは、このコロニーで、

day28で新たに観察された卵、幼虫、さなぎは、すべて働き絡が産

んだ雄勝であることを示している.また、働き蜂による産卵が開始

された時期は、幼虫の生育の具合から考えるとdayl0くらいになる

と判断できた。

雄勝のさなぎが観察されたことは、卵からかえったがJ虫が正常に

成長していることを示しており、働き蜂による育児(ローヤルゼリー

を与える)の可能性が考えられた。実際に、働き蜂の一音11で育児行

動を行っている蜂が観察された。

この状況はday35，47でも観祭された。 day35にはコロニーの中

の幼虫の数は極大に達した(巣板の20~30 %) が、 産みつけられ

た卵の数はやや減少していた。 day47 では、卵の数はかなり減少

し、幼虫も減っていた。しかしながら、 day61 になると卵はほと

んど観察されず、幼虫の数もかなり減少してしまっていた。

また、雄蜂成虫については、 day35 );J降に観察されたが、その
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数は蜘から予怨される数ほどには観察されなかった。

働き勝の数については、この実験を通してそれほど減るととはな

く、 day61の時点でも7割程度は残っていた。

次節以降に、 day28，35， 47， 61にコロニーから働き蜂をサンプリ

ングし下l咽頭腺について蛋白パターンを調べた結果を示す。
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第 3節 day28における今回の実験群の下咽頭腺の蛋自発現

パターンの解析

まずday28 にサンプリングした仰jき飾について rll図頚腺蜜自の

発現パターンを解析した結果を示す(図2η 。

図AのSDS-PAGE像に示すように、通常のコロニーにおける内勤

蜂と外勤!峰では、内勤蜂下日国頭腺では50，56kDaのローヤルゼリー

蛋白、外勤蜂下日困頭腺ではαglucosidaseが主要な蛋白として検出

された(図271aneN，F)。

また、イムノプロット解析により、 50kDa蛋白は内勤蜂、 α-

glucosiclaseは外勤蜂に特異的にそれぞ‘れ単一なバンドとして検出

された(図27B，C)。

このとき、今回作成したコロニーにおいてday28にサンプリング

した働き蜂に関して解析した結果(laneday28)、 コロニーから

ランダムに10匹分をサンプリングし、まとめたサンプルは、電気

泳動でもイムノブロットでも、 50kDaローヤルゼリー蛋白が検出

され、 α-glucosiclas巴は検出されず、内勤賂の蛋自発現パターンを

示した。
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コントロールとして、通常のコロニーの29日齢の働き鱗の下咽

頭腺の蛋自発現パターンを示すが(図271ane29)、 50kDaローヤ

ルゼリー蛋白が検出されず、 α-glucosidaseが検出され、典型的な

外勤蜂の蜜自発現パターンを示した。

従って、今回作成したコロニーでは、 day28(28日齢以上の働き

隣からなる)の時点でも、(動き鯵下咽頭腺の蛋白パターンは内勤燐

型であり、ローヤルゼリー蛋白を合成していることが明らかとなっ

た。すなわち、この実験群では、通常群とは異なり、 日齢の進行に

伴う下日因頭践の機能変化が生じていないことを示している。
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第 4節 ランダムにサンプリングした働き蜂各個体ごとの下

咽頭線の蛋白発現パターンの解析

前項のように、サンプルをまとめて解析した場合、おおよその傾

向をしらべるのには適しているが、実際にP;J勤降型の下l咽頭腺を持っ

た個体が存在するのか、またそれはどのくらいの割合であるのかを

知るには、各個体ごとに調べることが必要である。そこで、 day28司

のランダムにサンプリングした働き蜂について、下咽頭腺の蛋自発

現パターンを各個体ごとに調べた。

このとき、内勤蜂型のパターン (50kDaローヤルゼリー蛋自の

発現が観察され、 α舌Jucosidaseの発現は観察されない)を示す個

体は、Jane1-3， 5-8の働き勝ーであった(図28)0 lane 4に示す個

体は、外勤蜂のパターンを示したが、 凶1e9の個体は、 50kDa-

ローヤルゼリー蛋白、 α-gJucosidaseの発現がともに検出され、内

勤燐と外勤燐の両方の状態を示した。

このことから、このコロニーでは、下咽頭線が内勤蜂型の個体が

実際に存在し、通常の加齢に伴う下I咽頭腺の機能変化が生じていな

い個体の割合は比較的高い (7匹/9匹)ことが明らかになった。
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第 5節 育児行動をとっていた働き蜂について、各個体ごと

の下咽頭腺の蛋自発現パターンの解析

このコロニーでは、本来外勤鋒になっている日齢であるにも関わ

らず、育児行動をしている働き燐が、各サンプリング時に観察され

た。しかしながら、行動の点では育児を行'っていても、 日齢が非常

に進んでいるので、その際の下l咽頭腺の状態が、内勤蜂型に制御さ

れているかどうかは不明である。そとで、これらの働き騰を行動!こ

よりサンプリングし、その下咽頭腺の蛋白パターンを解析した。

解剖の結果、全ての1岡本について下咽頭腺は非常に発達しており、

形態的には内勤蜂型であった。

一例として、 day471こ採取した、育児行動を示した個体について

の、蛋自発現パターンの解析結果を図291:::示す。 lane9の個体を

除く、 10匹中 9匹で、 50kDaローヤルゼリー蛋白が検出され、 α-

glucosiclaseは検出されず、内勤蜂型の蛋自発現パターンを示すこ

とがわかった。また、 lane9の個体は、 50kDaローヤルゼリー蛋

白、 α-glucosiclas巴がともに検出されなかった。

以上の結果から、この群では羽化後1カ月近くまたはそれ以上の
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働き蜂からなるにも関わらず、行動の点では、実際に育児行動を行

う燐(内勤蛾)が存在し、また、生理状態(身体機能)の点でも、

下H悶頭腺の状態は内勤蜂型であることがわかった。
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第 6節 経時的なサンプリングによる今回の実験群の働き蜂

の下咽頭腺の状態の解析

前項までの結果をまとめる意味で、今回の実験群について、経持

的にサンプリングを行い、各個体ごとに下咽頭腺が内勤賂型である

か外勤蜂型であるかを調べた。具体的には、 day28，35， 47， 61の計

4回、 30匹ずつの働き蜂について、電気泳動およびドットブロッ

トを行い、それぞ、れ50kDaローヤルゼリー蛋白と α-glucosidaseの

発現の有無により、内勤皇準型か、外勤蜂型かの判断を行った。

その結果、 day28から61に至るまでいずれのサンプルも、通常の

コロニーであれば外勤!燥になっているはずの日齢であるにも関わら

ず、働き蜂の80-90%で下咽頭腺が内勤勝型であった(表1)。

とのことは、前項でも述べたとおり(図271ane29)、通常群29-

日齢のサンフ。ルが明確な外勤燐のパターンであることと対照的な結

果であり、下I組頭腺の機能転換が単に日齢の進行に伴って生じてい

るのではないことを示している。

さらに、 day-32またはCに示したように、正常なコロニーの内

勤鱗の割合に着目すると、その街l合もほぼ80-90%であり、 day28-
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から61までのサンプルは、正常なコロニーと同様の値であった。

このことは、このコロニーでは、下咽頭腺の機能転換が単に日齢の

進行に伴わないのみならず、コロニー全体として、内勤鈴裂の下日国

頭IJ泉を持つ働き蜂の割合を通常若干と同程度に保つよう何らかの制御

されていることを示している。

以上の結果から、下咽頭腺の細胞機能の転換は単に日齢によるの

ではなく、コロニーの状L況に依存することが初めて明らかになった固

すなわち、このことは、働き蜂の行動が、やはりコロニーの状況に

依存する(例えば、前節に述べた育児行動を行う働き蜂の存在)こ

とを考えると、下l咽頭腺細胞の機能転換は働き蜂の行動!こ伴って変

化することを明確に示している。
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第 7節 外勤蜂に育児を強制した際の下咽頭線の蛋白発現パ

ターンの解析

次に、下H因頭腺の機能の可逆性、すなわち、いったん外勤蛾裂に

なってしなったものが内勤蛾型に戻るのかどうかを調べる目的で、

採餌行動をしている働き蜂(外勤燐)に育児を強制した際に下咽頭

腺の蛋白パターンが内勤蜂型に戻るかどうかを調べた。

方法は、まず、幼虫の多く入った巣板から、さなぎを取り除き、

この巣板を空の巣箱に入れた。その後、この巣箱に外勤蜂を100匹

と、女王燐を 1匹入れた。外勤燐は、足に花粉だんごをつけ、巣に

戻ってくるものを、捕えて用いた。巣箱は、出入口を閉じ、他の燐

の混入を防いだ。

4日後、サンプリングのために巣箱を関けると、巣板の中のがJ虫

は、半数ほどは生育していた。また、不思議なことに、さなぎにな

る際の幼虫の巣の差掛けがなされていなかった。働き!峰は、 291lC

が生存しており、女王蜂も生存していた。

そこで、これらの働き蜂の下咽頭/J泉を採取し、その蜜自発現バター
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ンを各個体ごとに調べた。解剖の結果、これらの働き蜂の下l咽頭線

の形態は、全ての個体で退縮していた。また、その蛋自発現パター

ンは、 SDS-PAGE，CBB染色により26匹中25匹でα-glucosidaseの

バンドが検出された(図30A)。ローヤルゼリー蛋白を発現してい

る個体は、 2匹で=あった(図30Alane11， 25 )が、これらの個体

では、同時にα-glucosidaseも発現が検出された。

すなわち、外勤蜂型の下咽頭腺を持った個体がほとんど (23匹

/25匹)であり、内勤勝型の下H因頭腺を持った個体は存在せず、む

しろ、 α-glucosidaseを発現しつつ、ローヤルゼリー蛋白も発現す

る個体が少数存在する、という結果であった。

コントロールとして、 同時にサンプリングした外勤!蜂の下咽頭腺

の蛋自発現パターンを解析した結果(図30B)は、ほとんど (10匹

/11匹)が外勤蜂型であり、 l匹の個体がα-glucosidaseと、ロー

ヤルゼリー蛋白をともに発現していた。

したがって、今回の実験鮮では、コントロール群と比べて、ロー

ヤルゼリー蛋白を発現する個体の割合の増加は検出されなかった。

また、下H因頭腺が内勤蜂裂に戻った個体も鋭祭されなかった。
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ただし‘今回の実験群では、群を構成する働き止条の数が極端に少

ないこと、途中で7¥liIJほと、の働き蜂が死んでしまったこと、巣箱を

密閉してしまったこと、 4日しか期間をおかなかったととなど、問

題点が多く、この実験のみで下H悶頭腺の機能が可逆的であるかどう

かは、判断は困難である。詳しくは考察に述べるが、下l咽頭腺の機

能が完全には可逆的ではなくとも、コロニーの維持は可能であると

も考えることは可能である。そういった点の検討も含め、上記の問

題点を改善しつつ解析を進めることが今後の課題である
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第 8節考察

本主主では、下咽頭目患の機能転換が、単lこ働き蜂の羽化後の日齢の

進行に伴うのではなく、内i¥liJ焼から外勤蜂への行動変化に伴って生

じることを示した。

すなわち、女王!燐を除き、働き蟻の供給を止めた状態で 1~2 カ

月後の、全ての働き蜂の日齢が30日以上になってしまう場合にも、

雄蜂幼虫が存在し育児が必要な場合には、内勤蜂型の下l咽頭腺を持

つ個体が通常群と同程度 (8~9害11)存在するととを示した。

通常のコロニーでは、働き蜂の分業の移行は、かなり個体差はあ

るが、内勤蜂から外勤務への移行は、だいたい 10~ 20日であると

されている(ただしこれらの知見は行動の観察に基づいたデータで

あるが)。今回、この実験で解析した個体について、このばらつき

の中にはいってしまったものを偶然サンプリングしてしまったので

はないかという懸念に対しては、その可能性はほとんどないと私は

考えている。その理由を以下に述べる。

(1)まず、通常群29日齢のサンプルは、数十匹を混ぜてしまった
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ものであるが、明らかに外勤蜂のパターンであり、ローヤルゼリー

蛋白は検出されない。すなわち、 29日齢の時点でほとんど内勤勝

は残っていない。(下l咽頭腺の蛋白量は、 1匹あたりにすると内勤

蜂は外勤!蜂の 5~10倍もあるので、 1匹でも内勤蜂が存在すれば、

その影響は大きい)

(2)サンプリングした時期が、最も後のものではday61、すなわ

ち 日齢61 日以上の働き鯵についての結果であり、 10~20 日という

長さからは3倍以上も離れた時点の結果である。

(3)のべ120匹のランダムにサンプリングした個体を解析してい

る。これは、今回の実験の目的にとって、十分多い数である。

さらに、月1)の懸念としては、季節による影響の問題がある。ミツ

バチは、越冬中は、活動が低下し、幼虫がほとんどいなくなり、採

餌行動もほとんど行わない。また、晩秋の働き蜂は、越冬するため

に寿命がのびる。したがって、日齢に伴った分業の進行が大きく乱

れている可能性がある。そこで、今回の実験では、このi時期を避け、

春の活動期におとなった。すなわち、女王蜂を除いた日付は、 3月

1日であり、dayOが、 3月22日、実験終了のday61は、 5月22日であ

る。さらに別に時期に追試をおこなうべきであるかもしれないが、
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実験開始の時点で、ミツバチは通常の活動期の状態が観察されてお

り、おそらく季節という点では今回の実験で問題点はないと考えら

れる。

本意の結果から、下咽頭』泉の機能転換は、働き蜂の行動、すなわ

ちコロニーの状態に依存することが明らかとなったが、では、この

下u困頭線に機能転換をもたらす、コロニーの状態の実体とはいった

い何であろうか?

現在のところ、私は、その実体をフェロモンのような、個体問で

の化学物質のやりとりなのではないかと考えている。とのような社

会システムは進化の後の方で獲得された以上、現在までに持ってい

る認識の基本的な方法を、そうは大幅に改善することはなしに、多

少改編するだけだろうと考えるためである。そのような場合に、個

体の行動に非常に大きな影響を与えるものとしては、昆虫ではフェ

ロモンは大きな位置を占めている。日南乳類のような高等窃f物の場合、

脳神経系の高次機能が発達しており、外部の状況を視覚や嘆党によ

り判断して、反応することは可能であるが、シロアリのように、脳

の発達していない昆虫で=も獲得可能な昆虫の社会の場合には、判断
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という過程を介することなく、ある決まった行動を誘発可能な、フェ

ロモンのようなメカニズムを用いるはずである。

実際に、ミツパチでは、こういった化学物質による行動の制御を、

常に行:っている例がある。以前にも少しふれたが(第3章考察、第

4章第2百円)、女王蜂による女王物質の分泌である。女王物質は、

女王!路の存在を他の働き腕に知らせる物質で、主成分は、 9-オキソ

デセン酸と9-ヒドロキシデセン酸であり、働き!蜂の卵巣の発達を抑

え、コロニーの秩序を保つ。女王蜂をコロニーから除くと、数時間

後に、コロニー内に混乱が生じ、{動き燐が落ちつかなくなることが

知られており、すぐに、新女王の育成が始まる。この混乱は女王物

質を与えることによりにより収まることがわかっている。

このような例から考えても、例えば幼虫の存在を知らせるフェロ

モンや、外勤蜂の存在を知らせるフェロモンがあってもおかしくは

ない。そして、おそらくとれらの物質は、直接的か問機的かは不明

であるが、 fl単に作用し、適した行動を行わせ、末梢器官にも働いて、

適した生理状態をもたらすと考えられる。具体的には、おそらく幼

虫から分泌されるフェロモンは、働き蜂に働きかけ、脳には、内;pJJ

は蜂の行¥IiIJを行う状態に、下11国頭線にはローヤルゼリー蛋白を合成
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する状態に、それぞれ移行させるよう作用すると考えられる。

さて、今回の実験群では、女王蜂を取り除いてしまったが、今回

の結果について女王物質の欠乏が与える影響については、明篠な判

断は困難である。ただし、下咽頭線の機能転換が、単に働き蜂の羽

化後の日齢の進行に伴うのではなく、内勤蜂から外勤峰への行動変

化に伴って生じる、という結論には、女王物質の有無は、おそらく

影響を与えないであろうと、私は考えている。すなわち、 53IJの実験

で、分勝後、新女王と働き!蜂の群が生じた燃に、 1ヶ月間、幼虫の

いない|時期が存在した。そのときは、今回とは逆に、幼虫がいない

ことに合わせて、普段よりも内勤蜂の筈IJ合が下がった。との結果は、

女王蜂が存在しているにも関わらず、上記の結論を支持するもので

あるためである。

また、第7節では、下l咽頭腺の機能が可逆的かどうかを調べた。

その結果、今回の実験では可逆性は示されなかった。 Roeschによ

ると.働き蜂を外勤!蜂のみにした場合、これらの蜂が育児を行い、

下咽頭腺は形態的に発達する、とされている。しかしながら、外勤

!協を選んだ方法に多少の問題があり、このRoecshの実験では、混
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入した内勤蜂を観察してしまう可能性が多分にあった。そとで、今

回の実験では外勤!協のみを選ぶ目的で、花粉採取を行っている蜂を

選び、コロニーを構築した。

しかしながらこの点が、今回の実験の問題点(第6節参照)につ

ながった可能性がある。通常のコロニーで花粉採取鰭にマーキング

を行ったところ、それらの燐は1週間後にはいなくなってしまった、

すなわち、そもそもの余命が短いようである。また、集めるのに手

間がかかり、大きなコロニーを作ることができなかった。とれらの

点は十分に改善すべき点である。

また、もしかすると、下咽頭腺は外勤蜂から内勤蜂の状態へは完

全には戻らないのかもしれない。例えば、外勤蜂特有の蛋白を発現

したまま、第 21きでも述べた、 56kDaローヤルゼリ ー蛋自の翻訳

が回復し、幼虫を育てることにより新たに若い蜂が羽化するまで間

に合わせるのかもしれない。

少なくとも今回の実験群では、少数のローヤルゼリー蛋白を発現

する働き蜂が観察された。また、コントロールに用いた通常の外勤

勝中にも、同程度の警IJ合で検出された。これらは、完全には外勤燐

の下[1図頭腺へと、まだ移り変わっていない個体であると考えられる
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が、今回の実験群の女王!隣や幼虫は、これらの働き蜂からローヤル

ゼリーをもらったのかもしれない。正常に育ったが]虫について観察

すると、幼虫の消化管からは大量のイE粉が検出された。もしかする

と、とれらの働き蜂は下咽頭腺の機能が戻らなくとも、巣内に蓄え

て合った花粉を幼虫に与えたの可能性もある。

そもそも、この内勤蜂のみが全て失われるという状態は、自然の

状況では生じるとは考えにくく、ミツバチ自体にこういった状況を

乗り切るだけの準備が本来なされていないのかもしれない。前半の

実験で述べた、女王が失われ働き蜂産卵が生じる事態は十分に生じ

うることとは対照的である。(この場合もいずれはコロニーは滅び

てしまうのだが。)

本章では、下咽頭腺の機能転換がも内動車率から外勤勝への行動

変化に伴って生じる、すなわち、コロニーの状況によって決定され

ることを明らかにした。

ミツバチは、そのコロニーが趨個体と形容されるように、あたか

も多細胞生物の各器官に対応するかのように、各個体が分業を行い、

コロニーが成立している。したがって、多細胞生物において、役割
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の異なる各種のホルモンや、情報伝達物質が存在し、体内の恒常性

を保っているかのように、ミツバチにおいても、役割の異なる各個

体ごとに独特のフェロモンを分泌し、他の個体の行動や器官の状態

を制御することにより、コロニーの状態を最適化している、すなわ

ち、社会性の成立の基盤としていると考えることは、十分に可能で

ある。
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第 4章

図表
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1m 
日鈴の進んだ働き鋒

1JCP.l lIDl 3己 Dli 

働き鋒が羽化 緩銭の幼虫の出現

~ + + ，~ 企 n 
主王管を綜〈 働き貯のR卵はじまる amJIlIIiIiI 

~mJ時の働き蜂の日齢は、 æmよりも大きい

図26 日齢の進んだ働き蜂と雄蜂幼虫からなるコロニーの作製
横軸は時間経過を表す。 三角はサンプリ ングした時期を示す。
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図27 日齢の進んだ働き蜂 (28日齢以上)に育児を強いた場合の下咽頭
腺の蛋自発現パターン

図Aは、 SDS-PAGE後、 CBB染色、図B，Cは、 50kDaのローヤルゼリー蛋白と
α-glucosidaseに対する抗体を用いたイムノプロット解析の結果を示す。レー
ンN，Fは通常のコロニーにおける内勤蜂と外勤勝、 Day28のレーンには、今回
作成したコロニーでDay28にサンプリングした働き蜂10匹分のサンプル、 29--
と記したレーンは、対照として通常のコロニーの29日齢の働き蜂をそれぞれ
示す。
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図28 day 28のランダムに採取した働き蜂各個体の下咽頭腺の蛋白発
王見パターン

レーンN，Fは通常のコロニーにおける内勤鱗と外勤蜂のコントロールで、右
のパネルは9匹の働き蜂の各個体について調べた結果を示す。 A)は、 SDS-
PAGE後、CBB染色、B)，C)は、 50kDaのローヤルゼリー蛋白と α-
glucosidaseに対する抗体を用いたイムノプロット解析の結果を示す。
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図29 day 47に内勤蜂の行動をとっていた働き蜂各個体の下咽頭腺の
蛋自発現パターン

レーンN，Fは通常のコロニーにおける内勤蜂と外勤燐のコントロールで、右
のパネルは10匹の働き蜂の各個体について調べた結果を示す。 A)は、SDS-
PAGE後、 CBB染色、 B)，C)は、50kDaのローヤルゼリー蛋白と α-
glucosidaseに対する抗体を用いたイムノプロット解析の結果を示す。
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day 内勤蜂 外勤蜂 中間型 内勤蜂の割合(%)

ー32 33/40 7/40 0/40 82.5 (実験開始前)

28 27/30 2/30 1/30 90 

35 27/30 0/30 3/30 90 

47 27/30 2/30 1/30 90 

61 24/30 4/30 2/30 80 

c 26/28 1/28 1/28 92.9 (別群control)

表1 日齢の進んだ働き蜂に育児を強いた場合に内勤峰型の下咽頭腺を持つ
働き鋒の割合

day -32:女王峰を除く前Iの.C:別の、それぞ、れ通常のコロニー

数字の分母は検体数、分子は内勤蜂‘外勤蜂の発現パターンを示す個体数を表す.
dayは、コロニーからさなぎが観察されなくなってからの日数で、働き蜂の日齢は
この数よりも大きい.

とのコロニーでは、日齢が進んだ働き蜂からなるにもかかわらず.内勤勝型の下
咽頭腺を持った個体の割合は通常群と同程度である.
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A) 

kDa 

66 >-

43 >-

25.6 )> 

N F 1 3 5 7 9 11 13 
2 4 6 8 10 12 

kDa 

66 >-

43 >-

25.6 )> 

N F 15 17 19 21 23 25 
14 16 18 20 22 24 26 

B) 

kDa 

66 >-

43 ~ー

25.6 )> 

N F 123456  7 8 9 10 

図30 外勤蜂に育児を強いた際の各個体の下目因頭線の蛋自発現パターン
レーンN，Fは通常のコロニーにおける内勤蜂と外勤勝のコントロールで、右
のパネルは1働き蜂の各個体について調べた結果を示す。A)は外勤鱗に育児
を強いた場合の各個体、 B)は、通常群の外勤蜂各個体、の結果を示す。
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第 5章

下咽頭腺細胞の機能転換に

関する分子機構の解明の試み
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第 1節序

前章までに、下咽頭腺の機能転換が単一な細胞レベルで生じるこ

と、また単に働き蜂の日齢の進行によるのではなく行動変化に伴っ

て生じることを明らかにした。

では、この細胞機能の変化が、どのようなシグナルにより、下l咽

頭腺細胞にもたらされるのか、また、その際の細胞内における機能

転換の分子機構は、いかなるものであるか、を解明することは重姿

な問題である。

本草ーでは、最初に、下日図頭腺の機能を制御する体液性因子の探索

のためのアッセイ系を構築する目的で、まず下咽頭線の機能転換が

生じる系を組織培養により確立することを試みた。その結果、培養

依存に、マーカー蛋白であるローヤルゼリー蛋白やα-glucosidase

の発現が失われた。目的とする器官培養系の確立はできなかったも

のの、この結果は、 内基U!蜂または外勤蜂の状態に保つ因子が常に必

要とされていることを示しているのかもしれない。
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さて、第2章考察で述べたように、外勤勝特異的に発現する糖代

謝酵素、 α-glucosidase、amylase、glucoseoxidaseは、それぞれ

外勤蜂特異的に発現し、共通の制御を受けている可能性が高いe そ

こで、下咽頭腺細胞内における機能転換の分子機構を採るには、こ

れら外勤蜂特異的な産物について、その共通の転写制御機構を解析

することが常道である。

そこで次に、外勤蜂下咽頭線特異的産物である糠代謝酵素群の遺

伝子制御領域を同定する目的で、これら遺伝子の上流配列を含むク

ローンの単離を試みた。現時点では、まだクローンは得られていな

いが、サザンプロッ ト貴科庁により、これらの遺伝子がシングルコピー

である可能性が高いことが示された。

本章で述べる結果は内容的にはまだ未完成であるが、動物細胞の

分化の可塑性について、また、これまで分子生物学的に解析の困難

であった動物の社会性を成立させる機構について、新たな足がかり

を与えるものであると考えられる。
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第 2節 下咽頭腺の組織培養系の試み

下I咽頭腺の機能転換をもたらす体液性因子を検索する目的で、ま

ず、下11図頭腺の組織矯養系の確立を試みた。

内場J蜂および、外勤勝の下H国頭線を摘出し、 GIM中で鳩養した。

4日間培養後、組織を取り出し、そのホモジネートをSDS-PAGE-

により解析した。その結果、培養依存に、ロイヤルゼリー蛋白、ま

たはα-glucosidaseの発現が失われた(図31A，B)。

GIMは、それほど栄養分に富んだ屠地ではないので、ロイヤル

ゼリー蛋白やα-glucosidaseの発現が押さえられたのは栄養不足で

ある可能性を考え、さらに栄養分に富んだ、 EX-Cell400を用いた

倍養、または、 FCSの添加を試みた。しかしながら、この場合も、

これら分泌蛋白は発現が維持されなかった(図31C)。

上記の条件でも、相変わらず栄養不足であるという可能性は残る

が、ロイヤルゼリー蛋白やα-glucosidaseの発現を維持するために

は、内勤!路、あるいは外勤勝でそれぞれ存在すると考えられる体液

性の因子からのシグナルを、下l個頭腺細胞が常に受けていなければ

ならないのかもしれない。
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第 3節 α・glucosidase，amylase， glucose 0剖daseについて

のゲノムサザンプロット解析

外勤J蜂特異的に発現する糖代謝酵素群について、遺伝子発現の制

御領域の解析のために、まず α-glucosidase， arnylase， glucose 

oxidaseの上流領域をコードするゲノムクローンの単離を試みた。

最初に、 3種類のcDNAをともに切断する制限酵素の組み合わせ

を検索し、適切な酵素として、 SalIおよび、 SalIとXhoIの組

み合わせを選び、これをゲノムの切断に用いる制限酵素とした。ま

ず、 SalIまたは、 SalIとXhoIの組み合わせでゲノムを切断し

て libraryを構築し、各cDNAについてとれらの制限酵素の切断部

位よりも 5'側をプローブとして用いれば、各遺伝子の上流域を含

むクローンが得られるはずである。

実際には、目的とするクローンの割合を高めるために、あらかじ

めサザンプロット解析により目的とする断片のサイズを求めておき、

次に、制限酵素処恕したゲノム断片についてアガロースゲル電気泳

動を行い、目的とするサイズの付近を切り出して、ゲルからDNA鳴

を抽出して libraryを構築した (Nicholls，RD. 1985， Kobayashi， 
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A. et al. 1989)。

抽出したミツバチのゲノムをSαl1または、 SalIとXho1で消

化後、 α-glucosidase，amylase， glucose oxidaseについて、 cDNA-

のSalIとXhoIの切断部位よりも5'倶1)をプローフ'に用いて、それ

ぞれサザンフeロット解析を行った。その結果、 α-glucosidaseにつ

いては、 SalI消化により約8kbpの|新片が、また、 Sαl1， X九o1 消

化により約7kbpと約O，5kbpの断片が検出された(図32A)。同様

に、 amylaseについては、それぞれ、約9k旬、約1.5kbp、glucose

oxi由seについては、約4.3kbpと約3k旬、約1.4k旬、 (それぞれ、

SalI消化、 Sa.l1， Xho 1消化の}I慎に並べてある。)にバンドが検

出された(図32B，C)。これらのバンドは、 glucoseoxidaseにお

ける約3kbpのバンドを除いて、いずれもサテライトDNAのバンド

とは位置が異なった。

amylaseとglucoseoxidaseについては、非常に短いサイズに一

本のバンドとして検出されているので、おそらくシングルコピーで

あると考えられる。 αーglucosidaseについても、 SalI消化により

生じた約8kbpの断片が、 Xho1消化により約7kbpと約O，5kbpの断

片に分かれたと考えることができ、したがって、この8kbpに複数

123 



のコピーがコードされているのでなければ、シングルコピーであろ

っ。

今回の結果から、 SalIとXho1の組み合わせで行ったものが、

サザンプロッ ト解析におけるシグナルが明確であったので、 Sal1， 

XhoI消化産物について、ゲルより予想サイズ付近をそれぞれ切り

出し、 vectorに組み込んだ。

現在、これら 3個のクローンの単離を試みている途中である。
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第 4節考察

働き蜂の行動変化にともなう、下l咽頭腺の細胞機能の転換は、動

物細胞の分化の可塑性、または社会性の分子的基盤の解明にとって、

非常に適した材料となりうると考えられる。そこで、次に以下の2-

点の解明を試みることとした。すなわち、 (1)下咽頭腺の機能を

制御する体液性因子の探索、同定、 (2)細胞機能の転換の分子機

械の解明、である。

本主主ではその第一歩として、まず下H因頭腺の機能転換が生じる系

を組織培養により確立することを試みた。また、外勤!蜂下日悶頭腺特

異的産物である糖代謝酵素群の遺伝子制御領域を同定する目的で、

これら遺伝子の上流配列を含むクローンの単離を試みた。

下H因頭腺の invitro培養については、 I音養依存にロイヤルゼリー

蛋白も α-glucosidaseも発現が失われた。この、培養依存のロイヤ

ルゼリー蛋白もα-glucosidaseも発現していない状況は、羽化直後

のまだ内勤蜂の機能を持たない下咽頭腺の蛋白パターンに類似して

いた。このことからも内勤蜂、外勤勝それぞれの状態をもたらす物

質がなにか必要なのではないかと考えられる。

125 



さて.ここで仮定した下咽頭腺の機能を獲得させる体液性因子で

あるが、第4:i1言に示したように、下H関頭腺の機能と、蜂の行動が一

致することを考えると、この因子は、下咽頭腺だけでなく脳にも作

用して、働き蜂の本能行!IlIJをも司っている可能性がある。また、そ

れだけではなく他の器官にも作用して、働き鈴の身体全体を内勤隣、

あるいは、外製j蜂の状態にするホルモンである可能性も考えられる。

現在までのところ、幼若ホルモンが外勤化に作用する候補物質なの

ではないかと考えられている (Robinson，G.， E. 1985， Sasagawa， 

H. et al. 1988， 1989 )。

働き燐の分業は、加齢のみでなく、幼虫の数や巣の貯密量といっ

た群の状態などの環境による制御も含まれ、今まで分子生物学的な

解析は困難であった。もし上記因子が同定されれば、下咽頭腺の機

能の転換をマーカーとして用いることにより、今まで解析のlJ9真正で

あった働き蜂の分業について働き蜂の体内での分子メカニズムの解

明が予想される。

細胞機能の転換の分子機構の解明のための、糖代謝酵素群の遺伝

子制御領域の解析については、 α-glucosidase，amylase， glucose 
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oxidaseの上流を含むクローンについて単離を試みている途中であ

る。その過程におけるササ.ンプロット解析により、これらの遺伝子

はそれぞれゲノム上に、おそらく 1copyであろうということが示

された。

α-glucosidase， amylaseは、おそらく唾腺でも存在し、常に発

現していると考えられるが、今回の結果から考えると、 構造のあま

り似ていないサブタイプが存在しており、クロスハイプリダイゼー

ションが生じなかったのか、共通の遺伝子を用いており組織特奥ー的

な制御領域が存在するかのいずれかであろう。

詳し〈は、今後の展望の項に述べるが、これら3種類の上流配列

に共通の制御領域の同定、および結合因子の検索が今後の課題であ

る。
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第 5章

図表
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図31 下咽頭腺の invitro培養後の蛋自発現パターン
A)内勤燐， B)外勤時について、下咽頭腺を培養後のSDS-PAGEの結果を
示す。 レーンN，Fは内勤蜂と外勤蜂のコントロールで、Cは培養後の結果
を示す。また、 C)では、培地の検討として、 1;GIM、2; GlM + 5%FCS 
、3; EX-cel1 400、4; EX-cell 400 + 5 %FCS、をそれぞれ用いた結果を
示す。
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図32 糖代謝辞素遺伝子のゲノムサザンプロ ット解析

働き蜂のゲノムDNAを、それぞれ各レーン10μgずつ用いた。それぞれ、
(A)α-glucosidase、 (B) amylase、 (C) glucose oxidase、について
の結果を示す。それぞ、れ、レーン 1はSaLI消化、レーン2は、 SalIと
XhoI 消化の結果を示す。
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第 6章

総括と展望
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第 1節まとめ

本研究の目的は、動物の社会性の分子的基盤を、分業を行う個体

の末梢器官の役割に伴う機能の特殊化という視点から明らかにする

ことであり、また、細胞分化の可塑性について、形態形成の終了し

た後に器官の機能が変化する際の移行‘の様式の解析から、新しい可

能性を探ることである。

私は、社会性を持つ動物の材料としてミツバチを用い、その頭部

分主主唱量官である下咽頭線に着目して以下に示努点を明らかにした。

(1) 3種類のローヤルゼリー蛋白群、および、α-glucosida問、

amylase、glucoseoxidaseのcDNAcloningを行ーった。さらに、内

勤燐から外勤蜂への行動変化に伴う、これら遺伝子の発現変化を調

べた。その結果、56kDa蛋白遺伝子を除いた、 6種類中 5種類の産

物について、分業!こ伴う発現変化が遺伝子発現のレベルで調節され

ていることがわかった。すなわち、働き蜂の行動変化に伴って、ロー

ヤルゼリー蛋白群から糖代謝静素税pへと、下日図頭線の遺伝子発現の

様式が大きく転換することを明らかにした。このことは、下l咽頭腺
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の機能が、あたかも乳腺から消化腺へと転換することを示している。

(2) 下限|頭腺で insitu hybridization法をおこない、分泌腺細

胞全てで、ローヤルゼリー蛋白遺伝子、およびα田glucosidase遺伝

子が発現しているととを示した。このことから、働き燐の加齢にと

もなう分業の変化に従って、下日因頭腺の個々の細胞が、遺伝子発現

の機式を変化させ.細胞機能を転換させていることを示した。すな

わち、個々の分泌腺細胞が機能転換することにより、下目悶頭線の機

能が変化することを明らかにした。下H悶lijj腺の機能転換は細胞の!悦

分化や新生によらずに、器官全体の機能を変化させる点で新しいタ

イプの移行様式と考えられ、動物細胞の分化の可塑性について新し

い可能性を提示するものと思われる。

(3)日齢の進行した働き蜂と、雄蜂幼虫からなるコロニーを人為

的に作製し、これら、 日齢の進んだ働き蜂に育児をさせた際の下咽

頭腺の蛋自発現を解析することにより、下I咽頭腺の細胞機能の転換

は単に日齢によるのではなく、コロニーの状況に依存すること、す

なわち、下I咽頭娘細胞の機能転換は働き蜂の行動1::伴って変化する
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ことを初めて明らかにした。個体を構成する細胞が、その個体が置

かれた集団の環境変化に対応して変化する点で、社会生物学的に非

常に興味深い知見で=ある。

以上、下咽頭線細胞からの解析結果に基づき、細胞自体の機能転

換について述べたが、この，現在はあまり一般的とは考えられてい

ない現象も、今後は、形態形成終了後の様々な現象を通じてもっと

普遍化され、あるいは、ひょっとすると変身といった概念として脚

光を浴びることがあるかもしれない。
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第2節今後の展望

次に今後の諜趨と展望について述べる。

本研究により、働き蜂の‘行動変化に伴う下日明頭腺細胞の機能変

化という、新たな現象が明らかにされた。従って、次に解析される

べき、重要な課題としては、どのような因子が下咽頭線細胞に機能

変化をもたらすのか、また、細胞内では、どのようなメカニズムに

より機能転換が生じているのか、という2点であろう。

下n国政腺の機能を制御する体液性因子の探索、同定は、社会性を

成り立たせる働き蜂の分業をもたらす分子機構の解明の一端として、

また、細胞機能の転換の分子機構の解明は、細胞分化の可塑性につ

いての制御因子の解析として、最初に設定した本研究の目的につい

て、さらに深く追求するものである。

これらについては、第5章で、まだ未完成ながら結果を少し述べ

たが、まだ研究のスタート地点に立ったばかりである。以後、この

2点を主にして、各項目ごとに展望を述べる。
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(1)下咽頭腺の機能を制御する体液性因子の探索、同定

下l関頭JJ泉は体液に浮遊しているため、働き蜂の分業にともなう機

能変化は、ホルモンなどの体液性因子により制御されていると考え

られる。そこで、この因子を同定するために、以下のような方法を

考えている。まず頭部分泌腺の機能変化が生じる系を組織矯養によ

り確立する。内勤燐や外勤鱗の働き蜂の体液や、各種の昆虫ホルモ

ンなどの候補となる物質を添加してローヤルゼリー蜜白やα-

glucosidaseなどのマーカー蛋白の発現が維持されたか、または転

換したかにより、その活性を検出する。この際、頭部分泌線のタン

パク発現パターンが、内勤勝型になるもの、および、外勤総型にな

るものの二通りの活性が予想される。この系をアッセイ系として、

体液中からの因子の精製、同定を試みる。

さらに、第5章 ・考察で述べたように、この因子が下咽頭腺の機

能変化のみならず、働き蜂の分業も支配する可能性も考られるe そ

こで、精製された因子を働き!蜂の体内に注入し、内勤蜂から外IlVJ燐

へ、または外勤燐から内勤蜂への行動の変化をもたらすか否かを調

べることも、十分に試みる価値のある実験である。
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さて、第4章 ・考察で、働き蜂の分業の調節は、おそらくフェロ

モンによるのではないかと述べた。との、フェロモンとして働いて

いる物質が値段、脳と扮消器官に作用し、働き蜂の分業をつかさどっ

ている可能性はあるのかもしれない。

しかし、フェロモンである女王物質については、働き蜂を働き峰

たらしめているともいえる物質であるが、これは、直接作用してい

るのではなさそうである。すなわち、働き蜂の体内に注入したので

は作用が無く、おそらく脳を介した作用であるらしい。(坂上、

1983) 

むしろ、注目すべきデータとしては、働き蜂では脳内に存在する

神経分泌細胞が、女王蜂やu:ff.蜂に比べて非常に発達しているという

報告であるロこの細胞は、ペプチドホルモンを合成し、分泌すると

いう役割をもっ。一般に、神経分泌細胞から分泌されたペプチドホ

ルモンは、側心体から体液中に放出されるか、側心体を刺激してさ

らに別のホルモンを分泌させるなどの作用を持つことが知られてい

る。生殖が主な役目である女王蜂や雄蜂とは異なり、働き蜂は様々

な分業を行う。したがって、こういったペプチドホルモンが、下咽
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頭)燦も含めて、 f!lPJき蜂の体内で分業に応じた行動と身体機能をつか

さと、っていることは、十分あり得ると考えられる。

(2)細胞機能の転換の分子機構の解明

下l咽頭腺の機能転換は、単一の細胞が脱分化や細胞の新生なしに転

換するという点で、また、行動変化にともなうという点で非常に興

味深い。との転換には、下咽頭腺細胞を外勤蜂型にする主要部をつ

かさどるような keyfactorが存在するのだろうか。

私は、この因子を、転写因子であると仮定し、外勤蜂特異的に発

現する糖代謝酵素群の遺伝子発現を制御する、と考えた。その理由

として、これら糖代謝酵素が、外勤蜂下咽頭腺にとっての機能分子

であり、これらのすべてが造伝子発現のレベルで調節されているた

めである。

現在、 α-glucosidase、むny]ase、glucoseoxidaseの上流域を含

むゲノムクローンのスクリーニングを行っている途中であるが、ま

ず、とれら上流域の度基配列を解析し、共通となるモチーフを検察

する予定である。

下11因頭腺は培養細胞が確立されていないため、モチーフに結合す
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る因子のスクリーニングは困難であるが、近年の遺伝子工学の進歩

により onehybrid法などを用いて、直接cDNAcloneの単離は可能

であろう。

外勤燐下H図頭腺は、同定された3種績の糖代謝酸素遺伝子の他に

も、特異的に発現する糖代謝酵素のような機能分子がおそらく存在

すると考えられる。その場合には、当然、この分子の上流にも共通

の結合配列が存在し、おそらくこの因子が共通に制御するだろうと

恩われる。

また、一方で、 64kDa蛋白と50kDa蛋白の二つのローヤルゼリー

蛋白については、との因子が遺伝子の抑制因子として働いている可

能性も指摘できる。その場合には、56kDa蛋白遺伝子上流には結

合モチーフがなく、 64kDa蛋白と50kDa蛋白の両遺伝子の上流に

は結合するということになるのであろうが、もしも、こういった機

能まで有するのであれば真の意味で機能転換を決定する因子である

といえそうである。

(3) 働き蜂の老化と分業、下日間頭腺の機能転換について

ここで、話が少しずれてしまうが、本稿の最後に、新たに別の輿
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味深い問題を提起したいと思う。それは、寿命、老化という、分子

生物学にとってまだ未開の魅力的な分野の問題である。

第4章の結果は、下咽頭)1泉の機能転換は単に働き蜂の日齢に伴っ

たものではなく、コロニーの状況にしたがう、というものでミあった。

ここで注意して欲しいのは、日齢によらないといっているのであっ

て、老化によっていないとまでは言い切れていない点である。すな

わち、下咽頭線の機能転換は老化現象ではないとは完全には否定し

きれない。ととでの実験結果は、普段なら外勤!燐になるはずの日齢

でも外勤勝にならずに内勤蜂のままでいる、という乙とであり、む

しろ積極的に老化説を採ると、年寄りになるはずの時間が経っても

若いままでいる、ということになる。なせ'このようなことを述べる

かというと、今回の実験群では、day61の時点で7itiIJ程度の働き蜂

が生き残っており、寿命がのびる傾向にあったからである。

さて、通常の条件下では、働き蜂の寿命は季節によって異なり、

一般には春、夏の活動期に短く、羽化後30~60 日 であるが、秋の

個体は、越冬をするため、 150日近くにもなる(8akagami， 

Fukuda， 1968 )。この越冬蜂の下H因頭腺の状態、がど、うであるかは

140 



残念ながらほとんどわかつておらず、形態的1:発達したものが多い

らしいという程度である。

しかし、両者の共通点として、ともに新しい働き蜂の供給がなく

なるという点があげられることは重要である。このことは、冬になっ

たから活動が低下した、といったレベルの問題ではなく、おそらく

は、コロニーの状況として、新しい虫章一の供給が経ると、各個体の寿

命が延びはじめる、という緩くべき可能性があるように思われる。

このことは、言業を変えれば、普段の、働き蜂が常に供給されてい

るような状況では、本来もっと寿命が長かったものが、早く死ぬよ

うに制御されている、と考えることもできる。(実際、女王!腕の寿

命は2~3 年である。)

その意義については、不明であり、いまのところ、分子生物学的

に着手できそうなとっかかりもまだ持つてはいないのであるが、非

常に興味深し3問題であると.'A、われるので、ここに記した。
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材料と方法
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ミツバチの飼育

ミツバチは、熊谷養蜂より購入したセイヨウミツバチ CApis

mellifera L.)を用いた。コロニーは、本学部付属薬用植物閣に設

置した。内弱J蜂は、巣の中でミ幼虫に餌を与えているものを、また、

外勤蜂は、花蜜や花粉を採集し、 l帰巣したものを採集した。

ただし、 6日齢と、 29日齢の働き燐は、玉川大学佐々木正巳先生の

ご協力により、玉川大学で飼育されているセイヨウミツバチを裁い

た。すなわち、新たに羽化した日齢Oの働き峰にペイントで印をつ

け、 1洋に戻し、 29日後に印をつけた!峰を採集したものを用いた。

外勤鋒の捕獲;去

基本的には、巣門の前に立ち、捕虫網を振ってl帰巣する個体を繍

らえ、その中から花粉を脚に付けている個体を選んだ。また、ミニ

コロニーを作成した際に用いた方法は、非常に効率が良かったので

以下に記す。外勤蜂を捕らえる際に、まず巣門にハチミツを大量に

流す。花粉を採取して戻ってきた鱒は、巣内に戻ろうとするが、巣

門付近にはハチミツが流しであるため、体にハチミツが付き身動き

が鈍くなる。さらに、巣門付近は、流し込まれたハチミツを運び込
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もうと巣内から出てきた蜂でご、った返しているため、容易に巣内に

戻ることが出来ない。したがって花粉を採取してきた外勤燐を容易

に捕らえるととができた。

下咽頭腺蛋自の調製

ミツバチを氷上で麻酔した後、顕微鏡下で、下l咽頭腺を摘出し、

buffer巴dinsect saline (10 mM  Tris-HCl pH 7.4 containing 130 

mM  NaCl， 5mM KCl and 1mM CaCl) 

containing 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride， 0.1 ug/ml 

pepstatin ，100 ug/ml leupeptin中で、氷上、ホモジナイズした。

ホモジネートは、 700gで10分間遠心し、その上清を-20'Cに保存し

た CKubo，T et al. 1996 )。また、各個体ごとの解析では、サンプ

ル量が非常に少ないために、 100μlの上記のbufferedinsect saline 

中でソニファイヤーによりホモジナイズを行った。

SDS-PAGE 

SDS-PAGEは、 Laemmliの方法(1970)にしたがって行った。

試料は、 1% (w/v) SDS， 2%01N) 2-mercaptoethanol中で75'C、 20
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分加熱し変成させた。分離ゲルは、 10%のSDS司ポリアクリルアミ

ドゲルをもちい、電気泳動をおこなった。電気泳動後、ゲルは、

Fairbenksらの方法 (1971)により染色した。

イムノプロ ット解析

SDS-PAGEの後、 tz-ailsferbuffer中で電気的に(70mA， 16 h) 

PVDF filter (Millipore)に転1'ij.・した。フィルターは5%skim milkを

含むTBS-Tにて11待問ブロッキングを行った後、 affinitypuri今 し

た抗体を加え1s寺間反応させた。 TBS-Tで洗浄した後、 5% skim 

milkを含むTBS-Tにて1/4，000希釈したペルオキシダーゼ標識2次

抗体(Amersham)と1時間反応させた。洗浄後、 ECL(Amersham) 

を用いた化学発光法によってシグナルをオートラジオグラフィーに

より検出した。また、抗体のリプロープは、フィルターを100mM

2-mercapto白thanol，2% SDS， 62.5mM Tris-HCI pH 6.7中にて、

50"C、 30分インキュペー卜し、抗体をはがすことにより行った。

その後、ブロッキングから再度同様の操作を行った。
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抗体による50，56，64kDa蛋自のcDNAcloning 

セイヨウミツバチ下咽頭腺cDNAライブラリー (λ ファージ)を

大腸菌 (XL1-BlueMRF')に感染させ、プレートにまく。 IPTGで

飽和したニトロセルロースフィルターにより蛋白を誘導した。その

後、 3%ゼラチンを含むTBS-TIこよりブロッキングを行った (r.t.，

3Omin)。大腸菌のライゼートと1%ゼラチンを含むTBS-Tに、各

抗ローヤルゼリ」蛋白抗体を加え、これを一次抗体としてフィルター

と反応させた。 TBS-Tで洗浄した後、 1%ゼラチンを含むTBS-Tに

より111，0∞希釈したアルカリフォスファターゼ標識抗ジコ.キシゲ

ニン抗体 (Bio-Rad)と1時間反応させた。染色はアルカリフォス

ファターゼ依存のNBTIBCIPによる発色により行った。得られた

陽性クローンは、ファージミドに転換し、アルカリ /SDS法により

フラスミドを銅製した。塩基配列の決定!とは、各種deleti on 

mutantを作製し (Henikoff，S. 1987)、Sanger，F. (1977)らの方

法に従って、 dyeterminator法によりauto-DNAsequencer CABI) 

を用いてその塩基配列を決定した。
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RT・PCRによる50kDa蛋BcDNA断片の検出

働き蜂下11国頭腺 七otal RNA を鋳型に、 SuperScript

Preamplification System (Gibco BRL)を用いてoligo-dTprinung 

によりcDNA合成を行った。そして部分アミノ酸配列から設計した

degenerate primerを用いてPCRを行い、得られたPCR産物をサブ

クローニングした。とのサブクローンの塩基配列を決定して

primerにj円いた部分よりもさらに内側に、 50kDa蛋白の部分アミ

ノ酸配列をコードしていることを確認した。

PCR産物のサブクローニング

PCR産物のサブクローニングは基本的に以下の方法で行った。

まず、PCR反応液をアガロースゲル電気泳動後、目的のバンドを

切り出す。目的のバンドを含むゲル片を凍結融解後、しみだしてき

た溶液を鋳型として、 pfuDNA polymeraseを朋いて再度PCRを

行う。たいていの場合は、この操作により、目的とするサイズのバ

ンドのみが充分最、泊中高できる。

vectorへの組み込みは、 8ma1 で切断したpGEM-3Zf(+)に2~

5UのSmαI存在下でDNAligation kit (Takara)を用いてligation
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反応を行った。この方法 (Liu，Z.， G. and Schwartz， L.， M. 1992 

)は、 selfligationしたvectorを反応液中のSmaIが切断するため、

insert の組み込まれる割合が比較的高い。 insert中にSmαIによ

る切断昔日位が含まれる可能性の低い比較的短い産物には有効な方法

である。

50kDa蛋白のcDNAcloning 

上で得られたサブクローンのinsert部分をPCRによって増幅し、

そのPCR産物をrandomlabeling kit (Takara)に従って32pラベルし

た。そして、ラベルしたPCR産物をプロープとしてミツバチ下咽

頭線cDNAライブラリーよりplaquehybridization法により cloningー

を行った。

plaque hybridization 

大腸菌(氾，1-BlueMRF')にcDNAライブラリーを有するフアー

ジを感染させ、プレート上で37"C、約10時間地養してplaqueを形

成させた。プレートを4"C、1時間冷却後、 nylonmembrane (NEN， 

Colony / Plaque Screen)をプレート上にのせ、 replica(duplicate) 
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を作製した。フィルターは0.5N NaOH、1M Tris-HC1， pH 7.4、

に順次1-2分浸し、その後80"Cで完全に乾燥させた。フィルターを

2XSSCで濡らし、 hybridizationsolution (0.5M Soclium phospate 

pH 7.2， 1mM EDTA， 7%SDS)中で65"C、約30分間

prehybriclizationを行った (Churchand Gilbert 1984)後、プロー

ブを加えて65"C、 overllightでhybri必zationを行った。

0.1%SDSを含む2XSSC中で65"C‘ 15分間フィルターを洗浄後、

autoradiographyによりシグナルを検出した。

PCRによる α-glucosidaseのcDNAcloning 

ファージライブラリーをファージミドに変換し <Short，J. M. 

et al. 1988)、大腸菌に感染させ、プレートにまき、コロニーを得

た。シングル化したコロニーをLB培地に懸濁し、これをPCRの

templateとして用いた。 primerは、α-glucosidaseの部分アミノ酸

配列をもとに作製した。

このうち、予想サイズにバンドが検出されたクローンについて、プ

ラスミドを摘出し、インサー 卜の祖基配列を決定した。
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amylaseのcDNAclon担g

サフトラクション法は、 ClontechPCR-select cDNA subtraction 

kitを用いた。サブトラクションに用いる鋳型は、 totalRNAを逆

転写し、 Clontechcapfinder PCR cDNA library construction kit 

により増幅したものを用いた。

サブトラクションにより得られたcDNA断片をプロープとし、

50kDa蛋白のcDNAc10ningの項と同様にして、 cloningを行った。

glucose oxidaseのcDNAcloning 

arnylaseのcDNAクローンの一つ、 pA15のインサートはリンカー

をはさんで2つのcDNA由来であった。後部に挿入された断片は、

amylase由来であり、前部に挿入された断片は、 glucoseolCIdase 

由来と考えられたが、 poly A を含まなかった。そこで、乙の

glucose oxidase由来と考えられる配列をプロープとしてplaque

hybridization法により 1次スクリーニングを行った。よで述べた

glucose oxidase由来配列は、ホモロジー検索から蛋白のN末端を

コードする部分を含んでいたので、 2次スクリーニングは、蛋白の

N末端をコードする部分を含むようなクローンのみを選択するよう
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にファージに対して直接PCRをかけることにより (PCRによる α-

glucosidaseのcDNAcloningの項を参照)行った。

ノザンプロット解析

内勤鋭、外勤!蜂の下日困E耳目泉totaIRNA(各1μg、ただしamylase司

のみ各5μg)を、 50%ホルムアミド、2.2Mホルムアルデヒド存在

下で、 60"C、 7min変成させ、 2.2Mホルムアルデヒド、 1.2%アガ

ロースゲルにて、電気泳動を行った。電気泳動後、ゲルをアクリジ

ンオレンジで染色し、コン トロールとして用いる 188rRNAの染

色像を写真撮影しておく。ゲルからナイロンメンブレンにRNAを

トランスファ-{愛、 uv照射により、RNAをナイロンメンブレンlこ

クロスリンクした。その後、ハイプリダイゼーション溶液 (50%

ホルムアミド、 5X88C、0.1%8D8、5xDenhardt's， 50mM 

80dium Phosphate、200μg/mlssss DNA)中でプレハイプリダ

イゼーション (42"C、OfN)を行い、これに、 32pラベルしたプロー

フを加え、 42"C、 αNで、ハイブリダイゼーションを行った。次に、

フィlレターを、 2X88C、0.01%8D8 と、 0.5X88C、0.01%8D8

でそれぞれ、室温、 15min 洗浄し、オートラジオグラフィーによ
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り検出した。

56kDaローヤルゼリー蛋自の脱糖処理

56kDa蛋自の精製は、内勤燐の下l咽頭腺ホモジネートからC'8逆

相HPLCを用いて精製した (Kubo，T. et al. 1996)。精製した

56kDa蛋白を、 1%SDS， 2% 2-mercaptoethanolの入った、 0.1M

sodium phosphate， pH7.0中で、 1000C2min変性させた。その後、

0.5%SDS， 1% 2-MEの入った、 50mMsodium phosphate， pH7.0 

中で、精製56kDa蛋白0.61.Lgあたり(図4の1レーンあたりの蛋白

量)、 0.3Uまたは、 0.03Uの N-glycosidase F (Boehringer 

Mannheim )により、 37 "c、 50時間、処理した。この反応液を

SDS-PAGEにより解析した。

Whole-mount in situ hybridization 

Whole-mount in situ hybridizationは、基本的にショウジョ

ウパエやセンチニクバエの成虫原器における方法 (Tautz et al 

1989 ，PhilJips etα1. 1990， Poeck et al. 1993， Kuniecla et al. 1997 

)にしたがった。また、 Insitu hybridization (rRL press)も参考
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にした。

下I園頭Jj泉を摘出後、すぐに、 4%パラホルムアルデヒド、 0.5%ト

ライトンーX100を含むPBSにて、 4"C、 OINで固定した。その後、

PBS-Tで3回洗伶(各5分ずつ)し、 PBS-Tとメタノールの混液

(それぞれ、 1:1、1:3 )により洗い(各5分ずつ)、メタノ-

Jレと過酸化水素の混液 (5:1、byvol )で1時間脱色した。メタ

ノーjレで洗った (5minX3)後、メタノールとPBS-Tの混液(それ

ぞれ3:1、1:1、1:3 )で洗いPBS-Tで3回洗浄(各5分ずつ)し

た。 proteinasek 処理 (30μg/ml、5 min )を行った後に、

2mgl凶 のグリシン溶液でl回とPBS-Tで2回洗浄した。その後、 4-

%パラホルムアルデヒド、 0.2%グルタルアルデヒドを含むPBS-Tー

により、組織を再固定した。

ジゴキシゲニンでラベルしたプロープは、 PCRDIG labeling kit 

(Boehringer Mannheim )により、ノザンプロット解析に用いたも

のと同じシークエンスのものを作成した。

ハイブリダイゼーションは、以下のようにして行った。まず、再

闘定したサンプルを、 PBS-Tとハイブリダイゼーション溶液を1:
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lで混ぜた溶液、さらにハイブリダイゼーション溶液でそれぞれ20-

分ずつ洗った。次にハイブリダイゼーション溶液により55"(;、1時

間、ブレハイブリダイゼーションを行い、その後、ジゴキシゲニン

ラベルしたDNAプロープを加えたハイブリダイゼーション溶液に

より55"(;、O!Nでハイブリダイゼーションを行った匂

検出は、アルカリフォスファターゼをコンジュゲートした抗ジゴ

キシゲニン抗体(BoehringerMannheim )を用いて行った。抗ジゴ

キシゲニン抗体は、再固定まで行った組織を用いて1時間の前吸収

を行った。抗体反応はPBS-Tにて1/5，000希釈したアルカリフォス

ファターゼ標識抗ジコマキシゲニン抗体と1時間反応させることによ

り行った。その後、 PBS-Tで4回洗浄(各20分ずつ)し、 stain溶

液 (lmMlevamisolを含む)により2回洗浄(各5分ずつ)した。

染色はアルカリフォスファターゼ依存の基質の分解による発色に

より行った。発色基質として用いた化学物質は、 NBTIBCIP、ま

たは蛍光による検出の際には、 HNPP/fastred TR (Boehringer 

Mannheim)を用いた。
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無主群の作成および解析

熊谷養蜂より購入したセイヨウミツバテ敏群を用いた。コロニー

は、本学部付属薬用植物園に設置し約 1ヶ月後に実験を開始した。

詳しい観察は第4章第 2項を参照。まず女王蜂を取り除いた(

1997.3.1)。その後、新しい女王蜂の発生を抑えるため王台をすべ

て取り除いた (3.14)0 3.22には、巣内にさなぎが残っていないこ

とを確認した (dayO) 0 4.19 Cday28)、4.26(day28)、5.8( 

day47)、5.22Cday61)、にそれぞれサンプリングをおこなった。

サンプリングは、巣内から、ランダムにサンプリングと育児行動を

行っているものをサンプリングすることの2種類を毎回、行った。

サンプリングした蜂は、下咽頭線を摘出し、その蛋自発現パター

ンをSDS-PAGE、イムノプロットにより解析した。

外勤蜂と女王銭、幼虫からなるミニコロニーの作成

巣板は十分な蜜、花粉を含み、幼虫の存在するものを、正常群よ

り選んだ。羽化による若い働き蜂の混入を防ぐために、さなぎはす

べて除いた。女王は、新たに購入したものを用いた。

外勤蜂は、足に花粉をつけて巣に戻ってくるものを100匹とらえ、
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用いた。巣箱にこれらを密閉し (1997.10.5)、4日後 (10.9)に働

き燐をサンプリングし、下咽頭腺の蛋自発現パターンをSDS

PAGE、イムノブロットにより解析した。

下日囚頭腺の組織培養

当教室の、成虫原基やヘモサイトの培養法に基本的にしたがった。

働き勝成虫を、 70%エタノールにより消毒後、下I咽頭腺を摘出し、

5% FCS、100units/ml penicillin、100μg/mlstreptomycinを含

むGraceユ5insect medium (Gibco BRL)、または、 EX-cell400 

(Iwaki)中にて、 25"Cで4日間培養した。また、 FCS を加える際

には、 5%になるように加えた。その後、組織をホモジナイズし、

蛋白発現パターンをSDS-PAGEにより解析した。

ゲノムDNAの抽出

ゲノムは、働き勝成虫の頭部、および胸部より抽出した。(腹部

は餌として摂取下花粉を消化管内に大量に含むために除いた。)

ミツバチ約550匹分の頭部、胸部を、液体窒素により凍結し、乳鉢

中で液体窒素存在下で粉末状になるまで砕いた。これを50mM
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Tris-HCl pH8.0， 10mM  EDTA， 0.35M Sucroseに懸濁し、 500rpm

5min で遠心して、クチクラなどの固まりを除いた 。上清を

5000rpm 5minで遠心し、核画分を沈殿として得た。これを50mM

Tris-HCl pH8.0， 10mM EDTAに懸濁し、終濃度1%となるように

SDSを加え、さらに proteinasekを終濃度200μg/mlとなるよう

に加え、 50"Cで1日インキュペー卜した。

PhOHlCHC13で2回、 CHC}/IAAで1回、除蛋白を行った後、7)<

相にエタノールを積層し、ゆっくりと撹枠して、繊維状に析出した

DNAをガラス俸に巻き付けて回収した。

サザンプロット解析

ゲノムDNA40μgを、 Sal1 120U、または、 SalI120UとXho

I100Uにより、切断後、各レーン10μgのDNAを、 0.8%アガロー

スゲルにて、電気泳動を行った。電気泳動後、ゲルからナイロンメ

ンプレンに、 0.4NNaOHによりDNAをトランスファーした。フィ

ルターを80"Cで乾燥してDNAを固定した後、ハイブリダイゼーショ

ン溶液 (0.5MSodium phospate pH 7.2， 1mM EDTA， 7%SDS )中

でプレハイプリダイゼーション (65"C、 OIN)を行い、とれに、
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32pラベルしたプローブを加え、 65"C、 O庁Jで、ハイブリダイゼー

ションを行った。次に、フィルターを、 2XSSC、O.01%SDSと、

O.5XSSC、O.Ol%SDSでそれぞ、れ、室温、 15min洗浄し、オート

ラジオグラフィーにより検出した。
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緩衝液の組成

CAPS buffer 

insect saline 

10 mM  CAPS， 10% methanoI， pH 11.0 

130 mM  NaCl， 5.0 mM  KCl， and 1.0 n泌在

CaC12 

PBS 137 mM  NaCl， 2.7 mM  KCl， 

8.1 mM  Na2HP04， 1.5 mM  KH2P04， 

pH 7.4 

PBS-T PBS containing 0.1% Tween 20 

sample buffer 125 mMτ'ris-HCl (pH6.8)， 2% SDS， 

5% 2-mercaptoethanol， 10% glycerol 

TBS 20 mM  Tris-HCl (pH7.6)， 150 mM  NaCl 

TBS-T TBScontainingO.1%τ、reen20 
transfer buffer 192 mM  gIycine， 25 mM  Tris， 20% methanol， 

0.02 % SDS 
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